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1 JOHDANTO  
  
 
Antibioottiresistenssin kasvaessa uusien hoitomuotojen kehittäminen mikrobeja vastaan on 
välttämätöntä. Nykyaikana patogeenisten bakteerien antibioottiresistenssi kasvaa nopeam-
paa kuin uusia lääkkeitä tai vaihtoehtohoitoja pystytään kehittämään. Resistenttien baktee-
rien aiheuttamat infektiot ovat maailmanlaajuinen ongelma (WHO, 2018).  
      Bakteriofagit ovat organismeja, joilla on luontainen kyky rajoittaa bakteerien toimintaa. 
Ne ovat viruksia, jotka kykenevät hajottamaan bakteereja myös niiden luonnollisessa ym-
päristössä. Erilaisten faagien eri geenien tuottamat proteiinit ovat spesifisiä tiettyille mik-
robeille ja monen geenin toiminta on edelleen tuntematon (Skurnik ym, 2007). 
      Bakteerien aiheuttamiin sairauksiin pyritään kehittämään jatkuvasti uusia hoitomuo-
toja. Faagiterapia on tärkeä osa-alue, jonka avulla tutkitaan vaihtoehtoista hoitoa antibioot-
tiresistenssin omaavia bakteereja vastaan, kokonaisten toimivien faagien avulla. Faagien 
ominaisuuksia voidaan hyödyntää myös niin, että faagien geeneistä pyritään löytämään ja 
karakterisoimaan luonnollisesti bakteereille toksisia spesifisiä geenejä, jonka tuottamat 
proteiinit vaikuttavat bakteerin kykyyn infektoida. Näiden faagien ja niiden geenien tuot-
tamien proteiinien käyttäminen lääkkeenä ja kaupallisessa käyttössä on jo aloitettu. Tutki-
mus kulkee vauhdilla eteenpäin (Kiljunen & Skurnik 2018, Mohanraj ym. 2019, Spruit ym. 
2019). 
      Tämän tutkimuksen tarkoituksena oli osaltaan edistää tarkempaa tutkimusta, jolla py-
ritään löytämään faagien tuottamia toksisia proteiineja bakteerien aiheuttamien infektioi-
den ja tulehdusten hoitoon. Tavoitteena oli pystyttää molekyylibiologinen menetelmä, 
jonka avulla voitaisiin identifioida bakteriofagien käyttämiä geenejä ja niiden tuottamia 
proteiineja, jotka ovat merkitseviä taistelussa bakteereja vastaan.  
       Bakteriofageilla voi olla ratkaiseva vaikutus erilaisten resistenttien infektioiden hoi-
dossa. Koska yleisimpiä antibioottiresistenssi-infektoita aiheuttavia bakteereja ovat laaja-
kirjoista beetalaktamaasientsyymiä tuottavat bakteerit (ESBL) kuten Escherichia coli (E. 
coli) ja Klebsiella pneumoniae, Metisilliinille resistentti Staphylococcus aureus (MRSA), 
Karpapenemaaseja tuottavat enterobakteerit (CPE) kuten Enterobacter spp. ja Klebsiella 
pneumoniae, Vankomysiinille resistentit enterokokit (VRE) kuten Enterococcus faecium 
ja Enterococcus faecalis, tullaan tutkimuksissa valitsemaan näille bakteereille spesifiset 
bakteriofagit jatkotutkimuksiin (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2019).        
 
 
    9 
2 ESCHERICHIA COLI  
  
 
E. coli -bakteerin havaitsi ensimmäisen kerran tutkimuksissaan saksalaisitävaltalainen lää-
käri nimeltä Theodor Escherich vuonna 1885. Hän alkoi tutkia ulosteen normaaliflooraa, 
josta hän havaitsi 19 erilaista bakteeria. Yhtä niistä hän kutsui nimellä Bacterium coli com-
mune, joka myöhemmin vuonna 1919 nimettiin hänen mukaansa (Shulman ym. 2007).  
E. coli -bakteereja on montaa eri alatyyppiä ja ne kuuluvat Enterobacteriaceae-heimoon. 
Bakteereja löytyy maaperästä ja luonnonvesistä, ja niitä elää eläinten ja ihmisten suolis-
tossa, jossa ne muodostavat aerobibakteerien enemmistön. Bakteerit ovat kooltaan noin 
kahden mikrometrin pituisia ja puoli mikrometriä halkaisijaltaan. Kaikilla fakultatiivisesti 
anaerobeilla E. coli -bakteereilla on samanlainen aineenvaihdunta, mutta niiden virulens-
siominaisuudet ovat erilaiset. Ne saattavat sisältää plasmideja ja tuottavat jopa tuhatta eri-
laista entsyymiä. Patogeeniset E. coli -bakteerit tarttuvat usein joko elintarvikkeiden tai 
juomavesien välityksellä. Opportunistiset bakteerit aiheuttavat myös infektioita ja ne ovat 
usein peräisin ihmisen normaalifloorasta. Kolibakteerit aiheuttavat tyypillisesti virtsatie- ja 
suolistotulehduksia. E. coli -bakteeria voidaan löytää myös sääri- tai makuuhaavoista ja 
harvoissa tapauksissa se voi myös aiheuttaa vakavan infektion seurauksena sepsiksen eli 
verenmyrkytyksen. Bakteerin hajotessa ulkomembraanista vapautuu lipopolysakkaridia, 
jota kutsutaan myös endotoksiiniksi, joka voi aiheuttaa endotoksiinishokin. E. coli -bak-
teerit ovat usein luonnostaan resistenttejä monille antibiooteille, mutta bakteeri-infektioita 
voidaan hoitaa beetalaktaamiantibiooteilla eli 2. ja 3. sukupolven kefalosporiineilla. ESBL-
kannat tuottavat entsyymejä, joilla ne pystyvät pilkkomaan antibiootteja. Näille kannoille 
ei voida käyttää tavallisimpia antibioottihoitomuotoja (Hedman ym. 2010). 
Kolibakteerit ovat gramnegatiivisia sauvoja, joiden ulkomembraanista noin 70% koostuu 
lipopolysakkaridista. Bakteerisolua suojaavat sisempi solukalvo ja ulompi soluseinä. Bak-
teerit voidaan lajitella kolmen eri serotyypin kategoriaan niiden antigeenien O, K ja H 
avulla. O-antigeenin serotyyppi viittaa siihen, että bakteerin ulkomembraanilla on LPS O-
polysakkaridi. K-antigeenin serotyyppi määrittää sen, että bakteeri pystyy muodostamaan 
polysakkaridikapselin, joka löytyy usein infektoivilta bakteereilta. H-antigeenin omaavilla 
bakteereilla on flagella, jolla se pääsee liikkumaan. Kolibakteereilla on myös fimbriot eli 
pilukset tai adhesiineja, joilla ne voivat tarttua tai kiinnittyä esimerkiksi suoliston seinä-
mään. Tunnetuimpia suolistotulehduksia aiheuttavia E. coli -kantoja voidaan luokitella nii-
den virulenssitekijöiden mukaan. Näitä ovat: ETEC eli enterotoksigeeninen bakteeri, joka 
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tuottaa LT- (heat labile toxin) ja ST- (heat stable toxin) toksiinia. EHEC eli enterohemor-
raaginen kanta, joka tuottaa Shiga-toksiinia. EPEC eli enteropatogeeninen bakteeri, joka 
tarttuu suoliston seinämään. EIEC eli enteroinvasiivinen patogeeni, joka tunkeutuu suolis-
toepiteelin läpi. Lisäksi EAEC eli enteroaggregatiivinen kanta, joka on myös tunnettu sen 
kyvystä tarttua kudoksiin. DAEC eli diffuusisti adheroituvan kannan patogeenisyys on 
vielä tutkinnan alla, mutta viitteitä lasten ripulitauteihin on jo löytynyt. (Hedman ym. 
2010). 
E. coli -bakteereja käytetään kaupallisesti molekyylibiologian erilaisissa laboratoriomene-
telmissä, koska niiden kasvu on nopeaa ja ne ovat valmiiksi karakterisoituja (Blattner ym. 
1997). Kolibakteerit kasvavat parhaiten +37 oC. Niiden on nähty lisääntyvän myös korke-
ammissa lämpötiloissa, jopa +49 °C, ja selviytyvän +53 °C jakautumatta (Fotadar ym. 
2005). Bakteereja voidaan kasvattaa yleisimmillä kasvualustoilla (esimerkiksi LB: Lyso-
geny broth -kasvatusalusta, LA: Lysogeny broth -kasvatusalusta + agar) ja ne kasvavat sekä 
aerobisissa että anaerobisissa olosuhteissa. Bakteeri tuottaa adenosiinitrifosfaattia (ATP) 
hapen läsnä ollessa, mutta hapettomissa olosuhteissa se voi vaihtaa metabolian käyttönsä 
fermentaatioon tai anaerobiseen respiraatioon (Dharmadi ym. 2006, Shulman ym. 2007). 
Geenitekniikan käyttökohteita ovat niiden tuottamat plasmidit ja gDNA, sekä niitä voidaan 
käyttää myös isäntäbakteerisoluina. E. coli on yleisesti käytetty luminesenssin ekspressi-
ossa (Korpela ym. 1998, Meighen 1991). 
 
3 YERSINIA  
  
  
Sveitsiläinen bakteriologi Aleksandre Yersin löysi Yersinia pestis -bakteerin vuonna 1894 
tutkiessaan paiseruttoa. Aluksi bakteeria kutsuttiin Kitasato-Yersin bacillus -nimellä, sillä 
löydöksen aikajana ja bakteerin ominaisuudet olivat kiistanalaisia. Kuitenkin vuonna 1944 
bakteeri nimettiin Yersinin mukaan, sillä hän pystyi yhdistämään löydöksen paiseruttoon 
(Butler 2014, Zietz & Dunkelberg 2004).  
Yersinia-bakteerit kuuluvat Enterobacteriaceae-heimoon ja niitä on 17 eri lajia. Bakteerit 
luokitellaan gramnegatiivisiin fakultatiivisiin anaerobisiin sauvoihin. Lajit voidaan jakaa 
patogeenisiin taudinaiheuttajiin ja ei-patogeenisiin kantoihin. Eri lajeja ovat Y. aldovae, Y. 
aleksiciae, Y. bercovieri, Y. enterocolitica, Y. frederiksenii, Y. intermedia, Y. kristensenii, 
Y. mollaretii, Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, Y. rohdei, Y. ruckeri, Y. similis ja Y. massi-
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liensis. Tunnettuja ihmiselle patogeenisia lajeja ovat Y. enterocolitica, Y. pestis ja Y. pseu-
dotuberculosis. Nämä tunnetut kannat sisältävät 72 kiloemäsparin (kb) kokoisen virulens-
siplasmidin, Y. pestis -kanta sisältää lisäksi kaksi muuta virulenssiplasmidia (Hedman ym. 
2010). Bakteereita tavataan maaperässä ja vesistöissä, joten ne elävät usein tuotanto- ja 
lemmikieläinten suolistoissa. Sika ja muut eläimet saattavat kantaa oireettomana Yersinia-
bakteeria. Muita tartuntaeläimiä voivat olla jyrsijät ja linnut. Tauti tarttuu ihmiseen yleensä 
ruoan välityksellä, tartuntalähteitä ovat esimerkiksi sianliha ja kasvikset. Myös kirpun tai 
eläimen purema voi aiheuttaa bakteeri-infektion (Y. pestis) (Lumio 2018, Räisänen & Ala-
vaikko 1989). Y. enterocolitica aiheuttaa suolistotulehduksia, imurauhastulehduksia ja 
artriittia. Y. pestis voi aiheuttaa paise- ja keuhkoruttoa ja se on ollut myös maailman laa-
juisen pandemian aiheuttajana mustassa surmassa. Y. pseudotuberculosis voi aiheuttaa ku-
doskuolioita, reaktiivisia niveltulehduksia, kyhmyruusua ja vakavissa infektioissa myös 
sepsistä (Hedman ym. 2010). Y. enterocolitica voidaan luokitella kahteen alalajiin ssp. pa-
learctica, joita esiintyy viisi erilaista biotyyppiä euroopassa (1A, 2, 3, 4, 5) ja ssp. entero-
coliticaan (1B), joka on amerikkalainen alalaji. Erilaisia serotyyppejä Y. enterocolitica -
kannassa on yli 70, mutta tunnetuimpia niistä ovat ihmispatogeenit O: 3, O: 8, O: 9, O: 5 
ja 27 (Wauters ym. 1987). Yersinia-bakteerin aiheuttamia infektioita voidaan hoitaa anti-
biooteilla. Y. enterocolitica on luonnostaan ampisilliiniresistentti, kun taas Y. pseudotuber-
culosis on ampisilliinille herkkä. (Hedman ym. 2010).  
Yersinia-bakteerit ovat fakultatiivisesti anaerobisia psykotrofeja, joten ne pystyvät kasva-
maan jopa 0 oC - +44 oC:een ja kestävät hyvin sekä pakastamista että sulatusta (Keet 1974). 
Bakteerin optimi kasvulämpötila on +28 oC, mutta se kasvaa helposti myös muissa lämpö-
tiloissa. Niiden pH:n ja suolapitoisuuden sietokyky on erittäin laaja. Y. enterocolitica pys-
tyy sietämään pH vaihtelua jopa pH 4 -10:een, mutta kasvaminen tapahtuu parhaiten pH 6 
-9 välillä. Ympäristön natriumkloridipitoisuus voi nousta jopa 5,0 % asti. Tämä ominaisuus 
tekee bakteerista erittäin sopeutuvaisen ja se on myös metabolisesti erittäin aktiivinen myös 
laboratorio-olosuhteissa (Bottone 2015, Hanna ym. 1977, Stern ym. 1980). Luminoivan 
geenikasetin konstruktiossa Y. enterocolica on osoittautunut erittäin stabiiliksi, sillä 
luxCDABE-geeni vaatii metabolisesti aktiivisen isäntäbakteerin. Bakteeria on käytetty me-
nestyksekkäästi luminoivan geenikasetin konstruktiossa monessa eri menetelmässä (Boz-
cal ym. 2017, Trček ym. 2010). Yersinia-bakteerien geenejä voidaan myös käyttää mole-
kyylibiologian laboratoriomenetelmissä, esimerkiksi Y. enterocolican (O:3) ompF-pro-
moottorifragmentti on yleisesti käytetty molekyylibiologian menetelmissä, sillä sen eks-
pressio on voimakasta (Carver ym. 2012, Lee ym 2009). 
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4 ANTIBIOOTTIRESISTENSSI JA BAKTERIOFAGIT 
 
 
 Penisilliini löydettiin noin sata vuotta sitten sattuman kautta 1920-luvulla Alexander Fle-
mingin toimesta ja kliiniseen käyttöön se tuli 1940-luvulla. Tämän jälkeen antibioottien 
kehitys nousi uudelle tasolle ja niitä käytettiin menestyksekkäästi vuosikymmeniä (Gaynes, 
2017). Kuitenkin jo 1980-luvulla gramnegatiiviset bakteerit alkoivat tuottaa ongelmia, 
jonka jälkeen myös antibiooteille herkät grampositiiviset bakteerit alkoivat saamaan resis-
tenttejä ominaisuuksia (Vaara & Saxén, 1999). Nykyaikana antibioottiresistenssin kasva-
essa uusia vaihtoehtoisia antimikrobilääkkeitä yritetään kehittää nopeasti ja tehokkaasti. 
Antibioottiresistenssi aiheuttaa 700 000 kuolemaa maailmassa joka vuosi. Vuoteen 2050 
mennessä arvoidaan kuolemia olevan jo noin 10 miljoonaa per vuosi (Tagliabue & Rap-
puoli, 2018). 
 
Bakteriofagit havaittiin mahdollisesti ensimmäisen kerran vuonna 1896 Intiassa bakterio-
logi Ernest Hankinin toimesta. Tällöin niitä ei kuitenkaan yritetty tunnistaa, vaikka ne ky-
kenivät tappamaan Ganges- ja Jumna-joen Vibrio cholerae -bakteereja. Vuonna 1915 Fre-
derick Twort havaitsi myös mahdolliset faagit ja oletti niiden olevan viruksia. Pari vuotta 
myöhemmin ranskalaiskanadalainen lääkäri Felix d´Herrelle alkoi tutkimaan näitä viruksia 
tarkemmin ja huomasi niiden infektoivan kyvyn tappaa bakteereja. Hän nimesi tuntemat-
toman aineen bakteriofagiksi (Abedon ym. 2011). Myöhemmin näitä niin kutsuttuja anti-
viruksia käytettiin bakteereja vastaan, josta syntyi termi faagiterapia (Eaton & Bayne-
Jones, 1934). 
 
4.1 Bakteriofagien taksonomia ja morfologia 
 
Bakteriofagit ovat pieniä viruksia, jotka infektoivat bakteereja. Bakteriofagit voivat olla 
morfologialtaan monimuotoisia. Tunnetuimmat faagit ovat hännällisiä, niiden ulkomuoto 
koostuu pää- ja häntäosasta. Pääosassa sijaitsee kapsidi, sisältäen faagin deoksiribonukle-
iinihappo- (DNA) tai ribonukleiinihappo (RNA) -aineksen. Häntäosa koostuu hännän 
päässä olevista kuiduista, jotka kiinnittyvat aluslevyyn. Aluslevy on kiinni ytimessä ja 
ydintä suojaavassa osassa. Ytimen ja pääosan puolestaan yhdistää kaulus (Kuva 1).  
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Kuva 1. Bakteriofagien luokittelu (Mukaillen lähteistä Kiljunen 2006, Pajunen 2000 
Biorender-ohjelmalla). 
 
International Committee on Taxonomy of Viruses eli ICTV -komitea luokittelee hännälli-
set bakteriofagit Caudovirales-lahkoon (Ackermann 1998). Nämä tunnetut kaksisäikeiset 
hännälliset DNA-virukset voidaan jakaa Myoviridae-, Siphoviridae- ja Podoviridae-hei-
moihin. Kaksi- ja yksisäikeisiä bakteriofageja tavataan myös kuutiomaisessa (monitahkoi-
sessa), filamenttisessa ja pleomorfisessa muodossa (Taulukko 1). Pienellä osalla faageista 
on lipidivaipallinen nukleokapsidi tai lipidimembraani proteiinikuoren alla (Ackermann 
1998). 
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Taulukko 1. Bakteriofagien luokittelu (Mukaillen lähteistä Kiljunen 2006, Pajunen 2000). 
Heimo Muoto Lisätiedot Nukleiinihappo Esi-
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4.2 Bakteriofagin endolysiinit ja elinkierto 
 
Bakteriostaattisia ja -lyyttisiä proteiineja yritetään eristää muun muassa bakteriofageista ja 
näitä yritetään käyttää hyväksi resistenttejä bakteereja vastaan. Faagien tuottamia endo-
lysiinejä (PHG, phage-encoded peptidoglycan hydrolases) on yritetty käyttää hyväksi jat-
kuvassa taistelussa mikrobeja vastaan. Lisäksi osa faageista tuottaa myös muita proteiineja 
kuten polysakkaridi depolymeraasia, holiinia ja virusperäistä peptidoglykaani hydrolaasia 
(VAPGH, virion-associated peptidoglycan hydrolases). Jokaisella proteiinilla on oma teh-
tävänsä bakteriofagin infektoidessa. VAPGH on vastuussa soluseinämän penetraation yh-
teydessä tapahtuvasta paikallisesta peptidoglykaanin hajoittamisesta. Polysakkaridi depo-
lymeraasi puolestaan hajottaa hiilihydraattiryhmän makromolekyylejä ulkomembraanista, 
jotka auttavat bakteeria suojautumaan immuunipuolustukselta, kuivumiselta ja mikrobi-
lääkkeiltä. Holiinit auttavat PHG:ta hajottamaan peptidoglykaani-soluseinän puuttumalla 
sytoplasmisen soluseinämän toimintaan, jolloin uudet bakteriofagit vapautuvat bakteerin 
hajotessa, sen sisältä, uuteen elinkiertoon (Roach & Donovan, 2015). 
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Bakteriofagit voidaan jakaa kahteen ryhmään elinkiertonsa perusteella. Tällaisia faageja 
ovat lyyttiset ja lysogeeniset eli lauhkeat bakteriofagit. On olemassa myös kroonisen syklin 
omaavia faageja. Näillä faageilla on havaittu olevan neljä erilaista elinkiertoa. Lyyttiset 
faagit infektoivat bakteerit nukleiinihapollaan ja tuottavat niiden sisällä kopioita itsestään 
bakteerin avustuksella, kunnes bakteerin peptidoglykaani tuhotaan ja kopiot aloittavat uu-
den elinkierron. Lysogeeniset faagit infektoivat nukleiinihappoa, joka integroituu bakteerin 
genomiin. Integroitunut aines voi odottaa sopivaa hetkeä tuottaa kopioita lyyttisten faagien 
tavoin tai se voi pysytellä bakteerin genomissa niin kutsuttuna profagina, kunnes se monis-
tuu tätä kautta bakteerin tytärsoluun. Kroonista infektiota aiheuttavat faagit eivät replikoidu 
isäntäbakteerissa, vaan ne kuroutuvat ulos, hajottamatta bakteerin peptidoglykaanikerrosta 




Bakteriofagit ovat erittäin reseptorispesifisiä ja vain harvat niistä voivat infektoida useam-
paa bakteeria (Weinbauer 2004). Hännälliset faagit infektoivat perintöaineksensa soluun 
tunnistamalla solun pinnalla olevan reseptorin ja kiinnittymällä bakteeriin hännän karvojen 
avulla. Infektoimiseen tarvitaan kuitenkin montaa kuitua, esimerkiksi T4-faagi käyttää use-
ampaa kuitua kiinnittyessään solun pintaan ja käynnistäessään biokemiallisen reaktion, jol-
loin nukleiinihappo siirtyy bakteeriin (Arscott & Goldberg 1976). Bakteereissa resepto-
reina voivat toimia transportterin, poriinin, lipopolysakkaridin, filamentin tai piluksien eri-
laiset molekyylit (Weinbauer 2004). Esimerkiksi pienet kuutiomaiset faagit sitoutuvat bak-
teerin piluksen varteen, kun filamenttiset tarttuvat piluksen päihin. T1-faagi käyttää resep-
torinaan rautaa kuljettavia proteiineja, lambda-faagi puolestaan hyödyntää maltoosia kul-
jettavia proteiineja ja T4-faagi tunnistaa lipopolysakkaridin pinnalla olevia sokereita (Ma-
digan ym. 2017).  
 
4.4 Bakteriofagien genomityypit 
 
Bakteriofagit voidaan luokitella niiden sisältämän nukleiinihappokoostumuksen mukaan. 
Faagit voivat sisältää joko RNA:ta tai DNA:ta ja tämä perintöaines voi ilmentyä joko yksi- 
tai kaksijuosteisena. Virusten nukleiinihappo voi olla siis lineaarista, rengasmaista, super-
helikaalista tai segmentoitunutta. Faagien geenit voivat vaihdella jopa 2.5 kb - 500 kb välillä 
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(Mavrich & Hatfull 2018). Tunnetuimpia faageja ovat T4-, lambda-, T3- ja T7-faagit, jotka 
kuuluvat hännällisiin faageihin. Faagin genomityypistä riippuen sen toiminta bakteerisolun 
sisällä voi olla hyvin monimuotoista. Pienet faagit saattavat tarvita isäntäbakteerin metabo-
liaa tuottaakseen kopioita, kun taas esimerkiksi lyyttisen T4-faagin genomi koodaa itse tar-
vitsemansa DNA-polymeraasin. T4-faagin genomi on monimuotoinen verrattuna pieniin 
faageihin ja se pystyy koodaamaan myös tarvittavia entsyymejä, kuten primaasia ja heli-
kaasia sekä muodostamaan replikaatioon vaadittavan kahdeksan proteiinin DNA-komplek-
sin. T4-faagin genomi koodaa aikaisen-, keski- ja myöhäisen vaiheen proteiineja. Aikaisen 
vaiheen proteiinit muokkaavat isäntäbakteerin RNA-polymeraasia ja auttavat faagin geno-
min replikoitumisessa. Keski- ja myöhäisen vaiheen proteiinit muodostavat faagin pää- ja 
häntäosion sekä auttavat faagikopioita vapautumaan bakteerista. Lysogeenisen lambda-faa-
gin genomi voi integroitua bakteerisolun genomiin tai sen genomi voi olla osana bakteeri-
solun plasmidia. Tämä profaagi pystyy replikoitumaan isäntäbakteerin genomissa tytärso-
luun ja pysymään repressoriproteiinin avulla stabiilissa tilassa. Se voi myös transduktion 
avulla siirtää isäntäbakteerin geneettistä materiaalia toiseen bakteeriin. Kun stabiili vaihe 
päättyy ulkoisten tekijoiden seurauksena, voi lambda-faagi aloittaa myös lyyttisen kierron 
(Madigan ym. 2017). 
 
5 PLASMIDIT JA VEKTORIT  
 
 
Plasmidit ovat solun sisällä sijaitsevia erillisiä DNA-molekyylikomplekseja, jotka sijaitse-
vat gDNA:sta erillään bakteeri- tai hiivasolun sytoplasmassa. Plasmidit ovat morfologial-
taan rengasmaisia tai lineaarisia ja kaksijuosteisia. Niiden koko voi vaihdella 1 kb - 1 me-
gaemäspariin (Mbp). Bakteeri voi sisältää useita erilaisia plasmideja ja niiden kopioluku 
voi vaihdella. Plasmidin genomin kokoa verratessa bakteerin genomin kokoon, se on usein 
siitä noin 5 %. Ne sisältävät tavallisesti antibioottiresistenssigeenin, joka tarjoaa isäntäso-
lulle antibioottiresistenssin. Plasmidit voivat kahdentua ilman solun jakautumista ja ne voi-
vat myös siirtyä solusta toiseen luonnossa esimerkiksi konjugaation avulla. Laboratoriossa 
plasmideja voidaan transformoida muun muassa lämpöshokin, elektroporaation tai konju-
gaation avulla kompetentteihin soluihin. Kompetentit solut ovat geneettiseltä ominaisuu-
deltaan sellaisia, jotka pystyvät vastaanottamaan DNA:ta. Kompetenssi voi olla solulla 






Reportterivektorista voidaan muodostaa plasmidi, jolla voidaan tutkia geneettisen materi-
aalin ominaisuuksia viemällä se solun sisälle. Plasmidi voidaan koostaa esimerkiksi eri 
plasmidin osista tai gDNA:sta. Vektorin reportterigeeni tuottaa tutkittavan DNA:n ilmen-
tymisen isäntäsolussa. Yhtä plasmidia käytettäessä tarvittava toinen geeni voi sijaita isän-
täsolun gDNA:ssa. Kahden plasmidin menetelmissä geneettinen materiaali sijaitsee näissä 
kahdessa plasmidissa, jolloin ne yhdessä tuottavat tutkittavan DNA:n reportterigeenin 




Itsemurhaplasmidiin voidaan kloonata tutkittavaa gDNA:ta, joka viedään soluun, jossa ei 
ole replikaatiotekijää. Homologinen rekombinaatio vaatii RecA-proteiinin läsnäolon, sillä 
se auttaa liittämään luovuttajabakteerin DNA:n vastaanottajabakteerin genomiin. Tämän 
seurauksena plasmidin gDNA integroituu isäntäsolun genomiin (Madigan 2017, Törrönen 
2006), jolloin sitä kuljettanut plasmidi tuhoutuu, kun solu jakautuu. Tätä biologista tapah-
tumaa kutsutaan alleelinvaihdoksi. Tässä alleelinvaihdossa ylimääräinen DNA-aines tuho-
taan ja jäljelle jää genomiin vain haluttu geenin osa (Demarre ym. 2004). Kun DNA integ-
roituu genomiin, mutta toista rekombinaatiota ei tapahdu, eli ylimääräinen DNA-aines ei 
tuhoudu, kutsutaan solua tällöin merodiploidiksi (Davis 1968). Geenejä voidaan viedä so-
luun myös useammalla itsemurhavektorilla ja niiden avulla voidaan tutkia erilaisten gee-
nien ominaisuuksia tiettyjen seulontamenetelmien avulla (Madigan 2017).  
 
6 REPORTTERIGEENIT JA MENETELMÄT 
 
Reportterigeenejä käytetään ilmentämään tutkittavaa geneettistä materiaalia, joka viedään 
soluun esimerkiksi plasmidin avulla. Reportterigeenien avulla voidaan mitata haluttujen 
geenien tuottamia proteiineja. Reportterigeenit valitaan niiden havainnointiominaisuuden 
perusteella. Erilaisia valoa tuottavia reportterigeenejä ovat muun muassa vihreää fluore-
soiva proteiini (GFP, green fluorescent protein), sinistä fluoresoiva proteiini (Aequorin), 
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punaista fluoresoiva proteiini (RFP, red fluorescent protein), tulikärpästen tuottama lusi-
feraasi (Luc, firefly luciferase) ja bioreportteri luxCDABE (Rowe ym. 2009, Bozcal ym. 
2017). Muita reportterigeenejä ovat esimerkiksi kloramfenikoliasetyylitransferaasigeeni 
(CAT, Chloramphenicol Acetyl Transferase) jonka tuottama proteiini inhiboi kloramfeni-
kolia, lacZ-geeni puolestaan katalysoi beetagalaktosidaasin (β-galactosidase) hydrolyysiä 
tuottaen sinistä väriä bakteerien pesäkkeisiin maljalla kasvatettaessa substraatti X-gal:n 
läsnä ollessa. Positiivisia näytteitä tai onnistunutta rekombinaatiota voidaan seuloa näillä 
menetelmillä muun muassa niiden tuottaman valon tai kasvun perusteella (antibiootin läsnä 




Bioluminesenssia on monenlaista ja se on kehittynyt aikojen saatossa erilaisille eliöille ja 
eläimille itsenäisesti noin 30 kertaa (Wilson & Hastings 1998). Sitä voidaan käyttää muun 
muassa saaliiden houkuttelemiseen, pariutumiseen, suojautumiseen tai varoittamiseen. Va-
lontuottoa tavataan erilaisilla eliöillä ja eläimillä, jotka voimme luokitella maalla tai merellä 
eläviin. Bioluminesenssia löytyy sekä selkärankaisista että selkärangattomista ja lisäksi sitä 
tuottavat erilaiset alkueliöt, sienet ja bakteerit (Rowe ym. 2009, Langley L, 2019). Valoa 
tuottavia bakteereja on montaa eri lajia. Luminesenssigeenit ilmentyvät monenlaisissa bak-
teereissa, joita voidaan jakaa moneen eri sukuun. Tällaisia sukuja ovat Photobacterium, 
Photorhabdus, Aliivibrio ja Vibrio. Photobacterium-, Aliivibrio- ja Vibrio-suvut eroavat 
Photorhabdus-suvun bakteereista siten, että ne elävät merellisessä ympäristössä, kun taas 
Photorhabdus-suvun bakteereja voidaan tavata kuivalla maalla. Yhteistä näille mikrobeille 
on se, että ne kaikki tarvitsevat happea tuottaakseen bioluminoivaa valoa. Merellisessä ym-
päristössä elävät bakteerit luokitellaan fakultatiivisiksi anaerobeiksi, mutta ne luminoivat 
vain hapen läsnä ollessa (Madigan 2017). Photorhabdus luminescens -bakteeri on tappava 
patogeeni hyönteisille. Se pystyy elämään symbioosissa isäntänsä sisällä, esimerkiksi ma-
don, tuottaen samalla valoa ja infektoiden muita hyönteisiä tuottamillaan toksiineilla (Ro-
dou ym. 2010, Madigan 2017).  Aliivibrio fischeri, Vibrio harveyi ja Photobacterium 
phosphoreum ovat bakteereja, jotka kuuluvat Vibriocaea-heimoon, Photorhabdus lumi-
nescens -bakteeri kuuluu Enterobacteriaceae-heimoon. Näitä bakteereja käytetään yleisesti 
kliinisen lääketieteen menetelmissä. Tunnetuin luminoiva bakteeri näistä on Vibrio harveyi, 
joka elää symbioosissa kalojen, mustekalojen ja muiden organismien kanssa. Sen lux-ope-
ronin tuottamaa lusiferaasia on tutkittu jo lähes 40 vuotta sitten (Belas ym. 1982).  
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6.2 Bioluminesenssin biokemia ja luminometria 
  
Bioluminesenssi on ATP:n avulla tapahtuva biokemiallinen prosessi, jossa tuotetaan valoa 
biologisten molekyylien reagoidessa keskenään. Luminometriassa mittaus perustuu ATP-
molekyylin kykyyn muodostaa valoa lusiferiinin kanssa lusiferaasientsyymin katalysoi-
massa reaktiossa. Tässä kemiluminesenssi-prosessissa vapautuu fotoni elektronin viritty-
essä ja palatessa normaalitilaan, joka havaitaan valona. Lusiferaasientsyymi katalysoi lu-
siferiini substraatin hapettumista kosubstraatti ATP:n avulla. Reaktion kaava: lusiferiini + 
O2 → eksitoitunut peroksilusiferiini → hajoamistuotteet + valo (Madigan 2017, Wilson & 
Hastings 1998).  
 
6.3 Luminesenssigeenit bakteerissa 
  
Luminesenssigeenit ilmentyvät bakteereissa lux-operonin avulla. Tämä operoni sisältää  
viisi erilaista geeniä. Näitä geenejä kutsutaan nimillä luxA, luxB, luxC, luxD ja luxE. Ne 
ovat järjestäytyneet operoniin luxCDABE järjestyksessä. Jokaisella geenin alueella on tär-
keä tehtävä entsyymien tuotossa. Luminoivaa valoa syntyy, kun luxA ja luxB geenit tuotta-
vat lusiferaasia, joka katalysoi luxC:n, luxD:n ja luxE:n geenituotteiden muodostamia ras-
vahapporeduktaaseja. Luminesenssireaktio vaatii bakteerisolussa luxI-säätelygeenin tuotta-
man AHL (acyl homo-serine lactone) -signaalimolekyylin ja luxR-säätelygeenin muodos-
taman transkriptioaktivaattorin aktivoituakseen. luxCDABE geenien tuotanto tehostuu näi-
den kahden komponentin vuorovaikutuksen johdosta (Madigan 2017, Meighen 1991). Vib-
rio harveyi -kannan luminesenssioperonin tuottama lusiferaasi on eniten tutkittu, mutta 
Photurphadus luminecens -kantaa käytetään enemmän molekyylibiologisissa geeniteknii-
kan menetelmissä, sillä sen tuottama lusiferaasi on paljon stabiilimpaa (Szittner & Meighen 
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7 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
 
  
Tutkimuksen tavoitteena oli pystyttää molekyylibiologinen menetelmä, jotta voitiin tutkia 
tuntemattomien faagiproteiinien toimintaa ja sitä ovatko niiden tuottamat proteiinit mah-
dollisesti toksisia vai eivät. Tämän tutkimuksen perustana käytettiin Mikael Skurnikin tut-
kimusryhmän keräämää tietoa faagien geeneistä. Tutkimukseen valituista 15 erilaisesta 
bakteriofagista ja niiden 2610 bakteriofagigeenistä tuntemattomia oli 1770. Tämä tarkoitti 
sitä, että 67.8 % faagien geeneistä toimivat tuntemattomalla tavalla ja tuottavat hypoteetti-
sia proteiineja, joiden toiminta on tuntematonta (Taulukko 2). 
Taulukko 2. Tuntemattomat bakteriofagigeenit. *HPUFs (Hypothetical Proteins of Unk-
nown Function) = Hypoteettiset proteiineja tuottavat tuntemattomat geenit (Maria Paju-




















Escherichia coli Podovirus  40.9 53/24 45.3 
fTA-
Eco01 





Podovirus  43.4 57/43 75.4 
fPO-
Eco02 





Siphovirus  49.3 77/51 66.2 
fHY-
Eco03 
Escherichia coli Myovirus  53.6 80/66 82.5 











168.0 271/150 55.4 
















354.7 538/442 82.1 
Stab21 Staphylococcus 
aureus 











Myovirus  161.5 197/137 69.5 
Fmali-09 Enterococcus 
faecalis 
Siphovirus  40.2 65/45 69.2 
    Sum 2611/1770 67.8 
 
 
Menetelmässä haluttiin, että reportterin toinen osa olisi plasmidissa (luxAB) ja toinen osa 
genomissa (luxCDE), näin reportteriplasmidiin voitaisiin kloonata tutkittavat faagigeenit.  
Kaikkien viiden lux-geenin (luxAB, luxCDE) vaikuttaessa samassa bakteerisolussa 
luxCDE-geenit tuottavat substraatin luxAB-geenien tuottamalle lusiferaasi-entsyymille. 
Valoa syntyy lusiferaasin avulla, toksinen geeni luxAB-plasmidissa estää lusiferaasin tuo-
ton, jolloin valoa ei synny. Menetelmän pystyttämisen päämääränä oli seuloa tuntematto-
mia geenejä, jotka eivät mahdollistaneet valon tuottoa bakteerissa, ja jotka tuottaisivat 
mahdollisesti toksisia proteiineja (Kuva 2). 
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Kuva 2. Menetelmän pystyttämisprosessi *HPUFs:sta (Hypothetical Proteins of Unknown 





8 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
 
8.1 Tutkimuksessa käytetyt bakteerikannat ja niiden kasvatus 
  
Tutkimuksessa käytettiin tutkimusryhmän kantakokoelman bakteerikantoja (Taulukko 3).  
Bakteerikannat siirrostettiin maljoille pakkasessa (-70 oC) olevasta glyserolikantakokoel-
masta (Tryptone Soya broth-kasvatusliuos (TSB), josta 20 % v/v glyserolia). Bakteerikan-
tojen kasvatukset suoritettiin malja- tai nestekasvatuksina sekä niiden yhdistelmänä. Mal-
jakasvatukset tehtiin Luria agar -maljoilla (LA), joihin oli käytetty Lysogeny broth -lientä 
ja agaria (Liite 1).  Nestekasvatuksiin käytettiin Lysogeny broth -lientä (LB) (Liite 1) ja 
Erlenmeyer-pulloa (500 ml) tai Falcon®-putkea (15 ml) joita pidettiin ravistelussa 200 rpm 
(+30 oC tai +37 oC) tai 40 rpm (huoneenlämmössä eli RT). Nestekasvatusten inkubointiin 
käytettiin kahta erilaista ravistelulaitetta (Liite 2). Bakteereja kasvatettiin aerobisesti ilman 
antibioottia tai sen läsnä ollessa bakteerin ominaisuuksista riippuen. Tarvittaessa lisättiin 
kasvualustoille ampisilliiniä 100 µg/ml tai 250 µg/ml (Amp, REF A0166, Sigma-Aldrich), 
kanamysiiniä 50 µg/ml (Km, REF 420311-25GM, Calbiochem), kloramfenikolia 20 µg/ml 
(Clm, REF C0378. Sigma-Aldrich), streptomysiiniä 50 µg/ml (Strept, REF S-6501, Sigma-
Aldrich) sekä diaminopimeliinihappoa 0,3 mM (DAP, REF B22391, Alfa Aesar). Kasva-
tuslämpötiloina käytettiin bakteerille suotuisia lämpötiloja (E. coli +37 oC, Y. enterocolica 
RT). Maljalle siirrostettua E. coli -bakteeria kasvatettiin 1 vrk tai 2 vrk ja Y. enterocolitica 
-bakteeria 2 vrk. Molempien bakteerien liemikasvatuksia inkuboitiin 1 vrk, lukuun otta-
matta nuorennoskasvatuksia. 
Transformaation jälkeen E. coli -kantojen nuorennoskasvatus tehtiin kasvattamalla baktee-
reja LB-liemessä ilman antibioottia (+37 oC, 220 rpm, yön yli), jonka jälkeen bakteerikan-
taa (5 ml) nuorennettiin ensimmäisen kerran 1:50 ja annettiin kasvaa (+30 oC, 220 rpm) 2 
vrk. Tämän jälkeen tehtiin toinen nuorennos 1:50 +37 oC, 220 rpm, 1 vrk. Kolmatta nuo-
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#4732 E. coli DH10B 
 
pTetlux1 AmpR luxAB-insertti  Korpela ym. (1998)  
 
 








Bozcal ym. (2017)  
#1254 Y. enterocoli-
tica O:3 

















#6557 E. coli DH10B pUC19 AmpR pUC19-vektori  
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#2689 E. coli DH10B 
 











































Babic ym. (2008) 
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#5958 E. coli 
Sy327/pEfB6 
pSW23T ClmR Elektrokompetentit 
solut ja negatiivinen 
kontrolli 
Bozcal ym. (2017)   
 
#5963 E. coli 
Sy327/pEfB7-a 
pKNG101 StrepR Elektrokompetentit 
solut ja negatiivinen 
kontrolli 
Bozcal ym. (2017)  
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λpir 
  Negatiivinen kont-
rolli 
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Leskinen ym. (2015)  
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8.2 Työssä käytetyt plasmidit, gDNA ja niiden eristys 
  
Plasmidin eristykset tehtiin kantakokoelman bakteereista (Taulukko 3) NucleoBond Xtra 
Midi/Maxi- ja NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) -tuotteilla (Macherey-Nagel) val-
mistajan ohjeiden mukaisesti. NucleoBond Xtra Midi -eristyksessä käytettyjen liemikas-
vatusten tilavuudet olivat 100 ml, jotka sentrifugoitiin kahdessa 50 ml Falcon®-putkessa 
3645 xg, 15 min +4 oC Eppendorf Centrifuge 5804 R -laitteella (Eppendorf Vertrieb 
Deutschland GmbH, Liite 2). NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) -tuotteella eristetty-
jen bakteerikasvatusten tilavuudet olivat 5 ml ja ne sentrifugoitiin ensin 15 ml Falcon®-
putkessa 3645 xg, 10 min, +4 oC Eppendorf Centrifuge 5804 R -laitteella, jonka jälkeen 
sentrifugointi tapahtui 1,5 ml Eppendorf®-putkissa Eppendorf Centrifuge 5415 R -lait-
teella (Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Liite 2) valmistajan ohjeiden mukaisesti. 
Plasmidien eristyksissä suoritettiin ylimääräiset puhdistukset ohjeen mukaan. gDNA-näyt-
teet olivat valmiiksi eristettyjä (Maria Pajunen). Näytteet olivat eristetty kaupallisella Jet-
Flex Genomic DNA Purification Kits -tuotteella (Genomed, REF 600500). Näytteiden 
DNA-konsentraatiot mitattiin Nanodrop ND-1000 UV/Vis Spectrophotometer -laitteella 
(NanoDrop Technologies Inc., Liite 2) eristysten jälkeen.  
 
8.3 Koedigestiot ja vektoreiden sekä inserttien digestointi 
  
Plasmidien tarkistus tapahtui ensin määrittämällä entsyymien katkaisukohdat virtuaalisesti 
NEBcutter V2.0 -ohjelmalla (Vincze ym. 2003) ja tämän jälkeen koedigestioiden avulla 
valmistajien ohjeiden mukaisesti. Työssä käytimme monia eri entsyymejä ja niiden yhdis-
telmiä (Taulukko 4). Vektorit ja insertit digestoitiin inkuboimalla näytteitä +37 oC 1 h, 2 h 
tai yön yli, jonka jälkeen näytteet inaktivoitiin valmistajan ohjeiden mukaisesti. Digestion 
jälkeen osa näytteistä käsiteltiin alkalisella fosfataasilla (AP) valmistajan (FastAP Alkaline 
Phosphatase 1U/µl, Thermo Scientific) ohjeiden mukaisesti, jotta fosfaatit saatiin poistettua 







Taulukko 4. Työssä käytetyt entsyymit. 
Entsyymi ja pitoisuus (jos ilmoitettu) REF numero  Valmistaja 
BamHI-HF 20 000 U/ml R3136S Biolabs Inc. New England 
EcoRI-HF 20 000 U/ml R3101S  Biolabs Inc. New England 
HindIII 10 U/µL ER0505 Thermo Scientific. United States 
MfeI 10 U/µL ER0751 Thermo Scientific. United States 
PaeI FD0604 Thermo Scientific. United States 
RruI FD2154  Thermo Scientific. United States 
SalI-HF 20 000 U/ml R3138S Biolabs Inc. New England 
ScaI FD0434 Thermo Scientific. United States 
XbaI FD0685 Thermo Scientific. United States 
FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase 
1 U/µL 





Koedigestioiden ja polymeraasiketjurektion (PCR) tulokset havainnoitiin 1 % agaroosigee-
liltä. LE-agarose-jauhe (SeaKem LE agarose, Lonza REF 50005) sekoitettiin 1 x TAE-pus-
kuriin, johon lisättiin DNA:han sitoutuvaa Midori Green väriainetta (Midori Green Direct, 
Nippon Genetics, REF MG06) valmistajien ohjeiden mukaisesti. Vektorien ja inserttien 
puhdistus tehtiin ajamalla ne 1.2 % preparatiiviseen geeliin, joka valmistettiin kuten yllä 
GTG-agarose-jauheesta (SeaPlaque GTG agarose, Lonza REF 50110) ja leikkaamalla ha-
luttu DNA-fragmentti talteen. DNA-näytteet pipetoitiin kaivoihin 10XFD green buffer- 
(Thermo Scientific, REF B72) tai 6X loading Dye -latauspuskurin kanssa (Liite 1). Mole-
kyylipainomarkkerina käytettiin kaikissa agaroosigeeleissä Thermo Scientificin GeneRuler 
1 kb DNA Ladder:ia (0.1 µg/µl REF SM0313). 1 % agaroosigeeliä ajettiin 1 h, 80 V säh-
kövirrassa ja preparatiivista 1.2 % geeliä n. 3,5 h, 60 V sähkövirrassa 1 X TAE-puskurissa 
(Liite 1) Electrophoresis Power Supply EPS 301 -laitteella (Amersham Pharmacia Biotech 
Inc., Liite 2). Ajon jälkeen geeli kuvattiin Gel DocTM XR+ Molecular Image -laitteella (Bio-
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8.5 DNA-tuotteiden puhdistus 
  
Kaikki työssä käytetyt PCR-tuotteet, digestioiden fragmentit ja preparatiiviselta geeliltä tal-
teen leikatut DNA-tuotteet puhdistettiin NucleoSpin® Gel and PCR Clean up -tuotteella 
(Macherey-Nagel) valmistajan ohjeiden mukaisesti. Tuotteiden puhdistuksessa käytettiin 
Eppendorf Centrifuge 5415 R -laitetta. Puhdistuksessa suoritettiin kaksi pesua valmistajan 
ohjeen mukaan. Näytteiden DNA-konsentraatiot varmistettiin Nanodrop ND-1000 UV/Vis 
Spectrophotometer -laitteella puhdistusten jälkeen. 
 
8.6 Työssä käytetyt alukkeet ja PCR 
  
PCR-alukkeet suunniteltiin tutkimusryhmässä Primer3 v.0.4.0 -ohjelmalla (Untergasser 
ym. 2012). Kaikki alukkeet tilattiin Metabion Oy Ag:lta lukuun ottamatta pUC19 F- ja 
pUC19 R-alukkeita, jotka saatiin lahjoituksena Suomen puolustusvoimien analyysilabora-
toriolta (Taulukko 5).  
Taulukko 5. Työssä käytetyt alukkeet 5´-3´suunnassa työvaiheittain. 
Alukkeen 
nimi 
Sekvenssi 5´-3 Käyttötarkoitus pMMT1-plasmidin 
valmistuksessa 
lux2 F cgc gaa ttc act caa ata gca ata taa gga ctc t lux-CDE palan kloonaus pTetlux1 
-plasmidista 
 
lux2 R cgc gga tcc ttc aag ctg ctg ctt tgt tg lux-CDE palan kloonaus pTetlux1 
-plasmidista 
 
pHigh1-FS cgg gtc gac gtt caa aac gtt cgg gat gt gYeO:3-palan kloonaus 
pHigh1-RE cgg cga att cgg tca agt ttg ttg ccg tct gYeO:3-palan kloonaus 
Alukkeen 
nimi 
Sekvenssi 5´-3 Tulosten havainnointi (pMMT1-plas-
midi) 
lux2 F cgc gaa ttc act caa ata gca ata taa gga ctc t pMMT1-plasmidin sekvensointi 
 
pHigh1-RE cgg cga att cgg tca agt ttg ttg ccg tct pMMT1-plasmidin sekvensointi 
 
pUC19 F cct ctt cgc tat tac gcc ag  pMMT1-plasmidin sekvensointi 
 
pUC19 R  caa cgc aat taa tgt gag tta gct  pMMT1-plasmidin sekvensointi 
Alukkeen 
nimi 
Sekvenssi 5´-3 Käyttötarkoitus itsemurhavektorin 
valmistuksessa 
folAfB ggc gga tcc att gta atg cgg cga gtc c A-plasmidin DH10B gDNA:n kloonaus 
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RS00255fB ggc gga tcc gct gca aat cga cga aga g A-plasmidin DH10B gDNA:n kloonaus 
 
RS10080fB ggc gga tcc atc ctc tcc atc gca tcc t B-plasmidin DH10B gDNA:n kloonaus 
 
HptXfB ggc gga tcc gct ctt cct gct aac gaa c B-plasmidin DH10B gDNA:n kloonaus 
 
RS10195fS gcc gtc gac agc tgc cca ctt cca ctt at C-plasmidin DH10B gDNA:n kloonaus 
 
KHGfS gcg gtc gac ttc tgg aag tga ctc tgc gt C-plasmidin DH10B gDNA:n kloonaus 
 
RS07420fB ggc gga tcc acg gat gca ggc gaa att a D-plasmidin DH10B gDNA:n kloonaus 
 
2CysfB ggc gga tcc aaa ccg ttc att tcc agg gc D-plasmidin DH10B gDNA:n kloonaus 
 
RS00255rM ggc caa ttg ggc tgt gtt taa gac gcc A-plasmidin käänteinen PCR luxCDE-
palan insertointi  
 
folArM gcc caa ttg gat ata gga agg ccg gat aa A-plasmidin käänteinen PCR luxCDE-
palan insertointi 
 
HptXrM ggc caa ttg cat att act tca ggt att cac c B-plasmidin käänteinen PCR luxCDE-
palan insertointi 
 
RS10080rM ggc caa ttg aag taa ata cta aaa agc gcg t B-plasmidin käänteinen PCR luxCDE-
palan insertointi 
 
KHGrM ggc caa ttg act ttt aca gct tag cgc c C-plasmidin käänteinen PCR luxCDE-
palan insertointi 
 
RS10195rM ggc caa ttg tca aaa tgc ccg atc gag g C-plasmidin käänteinen PCR luxCDE-
palan insertointi 
 
2CysrE ggc gaa ttc agg cat att aaa tta tgc tt D-plasmidin käänteinen PCR luxCDE-
palan insertointi 
 




Sekvenssi 5´-3 Käyttötarkoitus itsemurhavektorin 
tulosten havainnoinnissa 
Lux-FE cgg gaa ttc agt tac agg cca gga acc a 1. luxCDE-palan havainnointi 
pB4_5_5, pB4_5_9, pB4_5_12  
-plasmideista 
2. luxCDE-palan havainnointi konju-
gaation pesäke PCR:sta 
 
luxc-r tcc cca agc gac aat aac at 1. luxCDE-palan havainnointi  
pB4_5_5, pB4_5_9, pB4_5_12  
-plasmideista 
2. luxCDE-palan havainnointi konju-
gaation pesäke PCR:sta 
3. luxCDE-palan havainnointi B4/5/5 a 
ja b, B4/5/9 a ja b, B4/5/12 a ja b pe-
säkkeistä (nuorennos 3. Clm-herkät) 
4. pB4_5- ja pB4_5_9-plasmidin sek-
vensointi 
 
RS10080-F2 cgt ttt cgt ttc tgg gcg ata tgt tt Merodiploidin varmistus 1-aluke 
 
luxE-F ttg taa gtg gaa tgc ttg cg Merodiploidin varmistus 1-aluke 
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RS10080fB ggc gga tcc atc ctc tcc atc gca tcc t 1. Merodiploidin varmistus 2-aluke 




luxE-F ttg taa gtg gaa tgc ttg cg Merodiploidin varmistus 2-aluke 
luxC-R tcc cca agc gac aat aac at Merodiploidin varmistus 3-aluke 
 
HptXfB ggc gga tcc gct ctt cct gct aac gaa c 1. Merodiploidin varmistus 3-aluke 
2. pB4_5- ja pB4_5_9-plasmidin sek-
vensointi 
 
luxC-R tcc cca agc gac aat aac at Merodiploidin varmistus 4-aluke 
HptX-F2 agt cgc gta acc cat acg at Merodiploidin varmistus 4-aluke 
luxC-R2 gtg gtt cct ggc ctg taa ct Merodiploidin varmistus 5-aluke 
HptXfB ggc gga tcc gct ctt cct gct aac gaa c  Merodiploidin varmistus 5-aluke 
luxC-R2 gtg gtt cct ggc ctg taa ct Merodiploidin varmistus 6-aluke 
HptX-F2 agt cgc gta acc cat acg at Merodiploidin varmistus 6-aluke 
luxC-R tcc cca agc gac aat aac at Merodiploidin varmistus 7-aluke (kont-
rolli) 
luxC-F2 agt tac agg cca gga acc ac Merodiploidin varmistus 7-aluke (kont-
rolli) 
 
pSW-R  pB4_5- ja pB4_5_9-plasmidin sekven-
sointi 
 
Työssä käytettiin kahta DNA-polymeraasia ja reaktioseosta (Taulukko 6) sekä kahta PCR-
ohjelmaa (Taulukko 7). Plasmidit, niiden osat ja gDNA:t monistettiin gradientilla PCR:lla 
Phusion High-Fidelity DNA Polymeraasilla (2 U/µL, Thermo Scientific, REF: F530S). Dy-
NAzyme II DNA Polymeraasia (2 U/µL, Thermo Scientific, REF: F-501S) käytettiin pe-
säke-PCR:n tulosten tarkistamiseen, jossa siirrostettiin DNA:ta suoraan pesäkkeestä reak-
tioseokseen. Kaikissa PCR:ssa käytettiin iCyclerTM Thermal Cycler -laitetta (Bio-Rad La-
boratories Inc., Liite 2). 
Taulukko 6. PCR:n lopulliset pitoisuudet. 
Ainesosat Gradientti-PCR (50 µl) Pesäke-PCR (50 µl) 
Templaatti ~10 ng (DNA) ~0,5 pesäke (DNA) 
Reaktiopuskuri 1X (5X HF buffer) 1X (10X Opt. DyNAz. 
buffer) 
dNTP-liuos 10 mM 200 µM each 200 µM each 
Aluke F  0,5 µM 0,5 µM 
Aluke R 0,5 µM 0,5 µM 
Polymeraasi 0,02 U/µl Phusion 0,02 U/µl DyNAzyme II 




Taulukko 7. Työssä käytetyt PCR-ohjelmat. 
Syklit Lämpötila ja aika Gradientin PCR:n vaiheet (1-4) 
x 1 30 s +98 °C   1. Alkudenaturaatio 
x 25 10 s +98 °C 
30 s   +60 - 72 °C 
15 s - 2 min +72 °C 
2. Denaturaatio 
    Alukkeiden liittyminen 
    DNA:n polymerisaatio eli ekstensioaika 
x 1 10 min +72 °C 3. DNA:n polymerisaatio 
x 1 ∞ min +4 °C 4. Loppusäilytys 
Syklit Lämpötila ja aika Pesäke-PCR:n vaiheet (1-4) 
x 1 3 min +94 °C   1. Alkudenaturaatio 
x 30 30 s +94 °C 
30 s   +55 °C 
2 min +72 °C 
2. Denaturaatio 
    Alukkeiden liittyminen 
    DNA:n polymerisaatio eli ekstensioaika 
x 1 10 min +72 °C 3. DNA:n polymerisaatio 
x 1 ∞ min +4 °C 4. Loppusäilytys 
 
8.7 Plasmidien sekvensointi 
  
Plasmidien sekvenssit koottiin virtuaalisesti ja digestoitiin NEBCutter 2.0 -ohjelmalla 
(Vincze ym. 2003). Palojen näyttäessä oikean kokoisilta agaroosigeeleillä ne lähetettiin 
sekvensoitavaksi Suomen molekyylilääketieteen instituutin Teknologiakeskuksen Sekven-
sointiyksikköön (FIMM) valitsemillamme alukkeilla (Taulukko 5). FIMM:stä saimme plas-
midin todellisen sekvenssin Fasta-tiedostona.  
 
8.8 Elektroporaatio ja transformaatio 
  
Elektrokompetentit bakteerisolut valmistettiin mukaillen tunnettua menetelmää (Lamberg 
ym. 2002.). Solujen valmistuksessa siirrostettiin yön yli kasvaneesta 50 ml bakteerikanta-
liuoksesta 1 ml 500 ml:aan S.O.B -liuosta (Liite 1) 2 L Erlenmeyer-pulloon. Soluja kasva-
tettiin A600 0.6 -0.8 jonka jälkeen ne siirrettiin jäille. Soluja sentrifugoitiin ensimmäisellä 
kerralla 1634 xg, 10 min, +4 oC ja kahdella seuraavalla kerralla 1442 xg, 15 min, +4 oC. 
Solujen sentrifugoinnissa käytettiin Avanti J-26 XPI centrifuge -laitetta (Beckman Coulter 
Inc., Liite 2). Sentrifugointien välissä suoritettiin solujen pesu 10 % glyserolilla (Liite 1). 
Lopuksi elektrokompetentit solut siirrettiin Eppendorf®-putkissa nestetyppeen, josta ne 
säilöttiin -70 oC:een. Solujen toimivuus testattiin elektroporaatiossa kontrolliplasmidin 
avulla ja laskemalla transformaation tehokkuus. Solukontrollin avulla varmistettiin, etteivät 
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solut olleet kontaminoituneet prosessin aikana. Plasmidi-DNA siirrettiin elektrokompetent-
teihin soluihin elektroporaation avulla Gene Pulser II Apparatus-/Pulse Controller Plus -
laitteella (Bio-Rad Laboratories Inc., Liite 2). Resistanssi oli 200 Ω, kapasitanssi 25 μF ja 
jännite 2,5 kV. Elektroporaatiossa käytettiin 0,2 cm kyvettejä, joihin pipetoitiin 45 µl soluja 
ja plasmidia ~25 ng / elektroporaatio. Sähköshokki annettiin noin 4,5 ms ajan. Soluja kas-
vatettiin +37 oC, 1 h, FINEPCR AG Rotator -rotaatioravistelulaitteessa (Finemould Pre-
cision Ind. Co., Liite 2). Elektroporoidut solut siirrostettiin maljoille saman protokollan 
mukaisesti (jokaista näytettä 10 µl, 100 µl ja loput solut) sopivan antibiootin läsnä ollessa 
ottaen huomioon isäntäbakteerin ja plasmidin ominaisuudet.  
 
8.9 Transformanttien seulonta 
  
Transformanttien seulontaan käytettiin eri menetelmiä. Ensimmäisessä menetelmässä pe-
säkkeistä tehtiin plasmidin eristys edellä mainitulla NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) 
-tuotteella ja sen jälkeen koedigestiot. Toisissa menetelmissä transformantteja seulottiin 
joko pesäke-PCR:n avulla tai Siri-menetelmällä (Siri`s -method, Beuken ym. 1998), jonka 
avulla tarkistettiin bakteerin sisältämä plasmidi. Siri-menetelmässä pesäkkeestä siirrostet-
tuja bakteereita kasvatettiin Falcon®-putkessa (15 ml) LB-liemessä (5 ml) ravistelussa 200 
rpm yön yli tai noin 3 h, +37 oC Certomat IS -inkubaattorissa (B. Braun Biotech Internati-
onal Ag., Liite 2). Näytteet siirrettiin jäille ja tämän jälkeen niistä otettiin 500 µl, joka 
sentrifugoitiin Eppendorf Centrifuge 5415 R -laitteella 16 000 xg, 1 min, RT. Pelletin päälle 
muodostunut supernatantti pipetoitiin pois ja pelletti suspensoitiin 100 µl H2O. Tämän jäl-
keen suspensioon lisättiin 100 µl fenolikloroformiseos (1:1) ja näytettä vorteksoitiin noin 
10 s. Näyte sentrifugoitiin 16 000 xg, 3 min, RT. Näytteeseen muodostuneesta yläfaasista 
pipetoitiin talteen 10 µl uuteen Eppendorf®-putkeen, johon lisättiin RNaasia sisältävää Re-
suspension Buffer -tuotetta 1 µl (NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) -tuote, Macherey-
Nagel) ja 6XLoading Dye -bufferia 1 µl (Liite 1). Tämän jälkeen seos ladattiin 1 % agaroo-
sigeelille elektroforeesiajoa varten. Geeliltä voitiin havainnoida sekä gDNA että mahdolli-






Konjugaatio tehtiin protokollan mukaisesti (Biezka-Sarek ym. 2005). Luovuttajakantojen 
(E. coli ω7249 B4/5/5, B4/5/9, B4/5/12) ja vastaanottajakannan (#6152 E. coli DH5alpha, 
Taulukko 3) bakteeripesäkkeet siirrostettiin LA-maljoilta Falcon®-putkeen 15 ml LB-lie-
meen 5 ml kasvamaan +37 oC, 200 rpm, yön yli. Luovuttajakantojen LB-liemi inkuboitiin 
antibiootin kanssa (Clm 20 µg/ml + DAP 0,3 mM). Näytteet siirrettiin jäille ja tämän jäl-
keen ne sentrifugoitiin 1620 xg, 10 min, RT. Bakteerisolupelletit pestiin kolme kertaa fos-
faattipuskuroidulla suolaliuoksella (PBS pH 7.4) 5 ml ja sentrifugoitiin kuten edellä. So-
lususpensioiden OD600-arvot mitattiin Eppendorf BioPhotometer -laitteella (Eppendorf 
Vertrieb Deutschland GmbH, Liite 1) ja ne laimennettiin OD600-arvoon ~1. LA-maljalle 
pipetoitiin DAP 0,3 mM läsnä ollessa ensin vastaanottajabakteerin solususpensiota 50 µl ja 
tämän jälkeen luovuttajabakteerin solususpensiota 50 µl samaan kohtaan. Maljat siirrettiin 
inkuboitumaan +37 oC, yön yli. Yöllä muodostuneiden bakteerikasvustojen päälle pipetoi-
tiin PBS-liuosta ja bakteerit irroitettiin kasvatusalustasta kulmasauvan avulla.  Bakteerisus-
pensio siirrettiin maljalta pipetoimalla Eppendorf®-putkeen. Bakteerisolut pestiin kolme 
kertaa PBS-liuoksella 1 ml ja sentrifugoitiin jokaisen pesun jälkeen 3300 xg, 5 min, RT. 
Tämän jälkeen solupelletti suspensoitiin PBS-liuokseen 1 ml. Bakteerikannasta tehtiin 10-
1-laimennos, josta viljeltiin 100 µl näytettä LA-maljalle (Clm 20 µg/ml). Bakteereja kasva-
tettiin noin 23 oC 2 vrk ja tämän jälkeen +37 oC 1 vrk. Kasvaneista erillispesäkkeistä viljel-




Ligaatioissa inserttejä ja vektoria lisättiin suhteissa 3:1, ~1:1 tai 1:1 (Taulukko 8). Vektori 
ja insertit liitettiin yhteen T4 DNA-ligaasilla (T4 DNA Ligase 400 000 U/ml, Biolabs Inc. 
M0202S). Ligaatiot tehtiin valmistajan ohjeiden mukaisesti.  
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Taulukko 8. Työssä käytetyt ligaatiot. pMMT1-ligaatiossa vektorifragmenttina pUC19 (di-
gestio SalI ja BamHI), inserttifragmentit YeO:3 (digestio EcoRI ja SalI) ja pTetlux1 (diges-
tio EcoRI ja BamHI). pB4-ligaatiossa vektorifragmenttina pUC19 (digestio BamHI) ja in-
serttifragmenttina gDNA DH10B (digestio BamHI). pB4_5-ligaatiossa vektorifragmenttina 
pUC19, jossa gDH10B (digestio MfeI) sekä inserttifragmenttina luxCDE (digestio EcoRI). 
pB4_5_9-ligaatiossa vektorifragmenttina itsemurhaplasmidi pSW23T (digestio BamHI) ja 
















(15 µl)  
pMMT1-ligaatio  











pSW23T + luxCDE 
+gDH10B 
Vektori 1X (50 ng) 1X (~100 ng) 1X (~50 ng) 1X (~60 ng) 
 
Insertti 3X (luxAB ~125 ng, 
YeO:3 ~25 ng) 
 
3X (~150 ng) 1X (~60 ng) 1X (~60 ng) 
10XBuffer T4 
DNA ligase 












400 000 U/ml 
 




8.12 pMMT1-plasmidin valmistus 
 
pMMT1-plasmidin valmistus aloitettiin eristämällä pUC19-plasmidi E. coli DH10B -bak-
teerikannasta (Taulukko 3) NucleoBond Xtra Midi/Maxi -tuotteella ja pTetlux1-plasmidi 




Kuva 3. pMMT1-plasmidin valmistusprosessi. 
 
Plasmideille tehtiin koedigestiot entsyymeillä BamHI-HF, EcoRI-HF ja SalI-HF (Biolabs 
Inc., Taulukko 4). Kontrollina käytettiin pTetlux1-CDE-AB-plasmidia (Taulukko 3). pTet-
lux1-plasmidin DNA:ta monistettiin gradientin PCR:n avulla kuudessa eri lämpötilassa  
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72 oC, 69,9 oC, 67,7 oC, 64,6 oC, 62,5 oC ja 60,5 oC (Taulukot 6 ja 7). Jatkotutkimuksiin 
valittiin parhaiten monistuneet näytteet. PCR:ssa käytettiin alukkeita lux2 F ja lux2 R (Tau-
lukko 5) ja ekstensioaika oli 60 sekuntia. pTetlux1-plasmidista monistettiin PCR-tuote, joka 
sisälsi lusiferaasioperonin A- ja B-geenit. Seuraavaksi monistettiin genomista Yersinia en-
terocolitica O:3 kannan ompF-geenin promoottorifragmenttia gradientilla PCR:lla viidessä 
lämpötilassa 72 oC, 69,9 oC, 67,7 oC, 64,6 oC ja 61 oC (Taulukot 6 ja 7). Jatkotutkimuksiin 
valittiin näytteet kuten edellä. Alukkeet olivat pHigh1-FS ja pHigh1-RE ja ekstensioaika 
oli 15 sekuntia (Taulukko 5). PCR-tuotteet ajettiin 1 % agaroosigeelille. Tämän jälkeen 
digestoitiin pUC19-plasmidista vektorifragmentti BamHI-HF- ja SalI-HF-entsyymeillä ja 
tehtiin AP-käsittely (FastAP Alkaline Phosphatase 1U/µl) valmistajan ohjeiden mukaisesti. 
pUC19-fragmentti ajettiin 1.2 % preparatiiviselle agaroosigeelille yhdessä pTetlux1- ja 
gYeO:3 (ompF) -PCR-tuotteiden kanssa. DNA-fragmentit leikattiin irti ja ne puhdistettiin 
NucleoSpin® Gel and PCR Clean up -tuotteella. Tämän jälkeen PCR-tuotteet pTetlux1 ja 
gYeO:3 (ompF) digestoitiin inserteiksi luomalla niihin kohessiiviset päät ligaatiota varten. 
Digestiot tehtiin pTetlux-tuotteelle EcoRI-HF+BamHI-HF-restriktioentsyymiyhdistelmällä 
ja gYeO:3 (ompF) -tuotteelle EcoRI-HF+SalI-HF-restriktioentsyymiyhdistelmällä. Mo-
lemmat digestiot suoritettiin ja inaktivoitiin valmistajan ohjeiden mukaisesti. Puhdistus ta-
pahtui NucleoSpin® Gel and PCR Clean up -tuotteella. Puhdistuksen jälkeen tehtiin kol-
men fragmentin ligaatio T4 DNA-ligaasilla valmistajan ohjeiden mukaisesti. Reaktiossa 
käytettiin 50 ng vektoria ja molempia inserttejä 3 x molaarinen ylimäärä (Taulukko 8). Li-
gaatiota inkuboitiin ja se inaktivoitiin ohjeiden mukaisesti. Kontrollina käytettiin vektorili-
gaatioseosta, johon ei lisätty inserttejä. Ligaation jälkeen tehtiin elektroporaatio elektro-
kompetentteihin soluihin #2689 E. coli DH10B -bakteerikantaan (Taulukko 3) plasmidi-
tuotteella ja pUC19-plasmidilla sekä lisäksi solukontrollilla. Transformaatiopesäkkeistä 
siirrostettiin LA-puhdasviljelmämaljat antibiootin läsnä ollessa (Amp 100 µg/ml) ja niistä 
LB-liemikasvatukset antibiootin läsnä ollessa (Amp 100 µg/ml). Liemiviljelmistä tehtiin 
plasmidien eristys Siri-menetelmällä. Tuotteet ajettiin 1 % agaroosigeelille, josta valittiin 
sopivat plasmidit eristettäväksi. Plasmidit eristettiin puhdasviljelmiltä siirrostetuista liemi-
viljelmistä NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) -tuotteen avulla. Eristetyille plasmi-
deille tehtiin koedigestio EcoRI-HF+HindIII -restriktioentsyymiyhdistelmällä (Taulukko 
4). Tämän jälkeen valittiin lisäkoedisgestioihin plasmidit, joista tehtiin uudet koedigestiot 
seuraavilla restriktioentsyymiyhdistelmillä: BamHI-HF+SalI-HF, PaeI, ScaI+RruI 
(Thermo Scientific, Taulukko 4). Kontrollina käytettiin kaikissa digestioissa aiemmin eris-
tettyä pUC19-plasmidia. Lopuksi valittiin kaksi näytettä sekvensointiin FIMM:iin suunni-
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teltujen alukkeiden kanssa (Taulukko 5). Sekvenssien saavuttua nimettiin toinen plasmi-
deista pMMT1:ksi. Plasmidista piirrettiin saapuneen sekvenssin perusteella SnapGene® 
Viewer 4.1.4 -ohjelman (GSL Biotech LLC, USA) avulla mittasuhteiltaan oikean kokoinen 
plasmidi. 
 
8.13 Itsemurhaplasmidin valmistus 
 
Ensimmäisessä vaiheessa itsemurhaplasmideja valmistettiin neljä kappaletta ja ne nimettiin 
A-, B-, C- ja D-näytteiksi. Vektorin valmistus aloitettiin gDNA-palan siirtämisellä pUC19- 
vektoriin (Kuva 4). 
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Kuva 4. pB4_5_9-plasmidin valmistusprosessi. 
 
Ensimmäisenä tehtiin kannan #6557 E. coli DH10B pUC19-plasmidille (Taulukko 3) kaksi 
eri digestiota BamHI-HF ja SalI-HF-restriktioentsyymeillä (Taulukko 4). Digestoidut 
DNA-fragmentit ajettiin 1.2 % preparatiiviselle agaroosigeelille, josta ne leikattiin irti ja 
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puhdistettiin NucleoSpin® Gel and PCR Clean up -tuotteella. #2689 E. coli DH10B 
gDNA:ta (Taulukko 3) monistettiin gradientin PCR:n avulla neljässä lämpötilassa (Taulu-
kot 6 ja 7) 69,9 oC, 64,6 oC, 62,5 oC ja 60 oC käyttämällä neljää erilaista alukeparia (A = 
folAfB ja RS00255fB, B = RS10080fB ja HptXfB, C = RS10195fS ja KHGfS, D = 
RS07420fB, Taulukko 5). Reaktion ekstensioaika oli 45 sekuntia. PCR-tuotteet ajettiin 1 % 
agaroosigeelille, jonka perusteella valittiin parhaiten monistuneet tuotteet puhdistukseen ja 
digestoitavaksi. Näytteet puhdistettiin kuten edellä kaupallisella tuotteella. Puhdistetuille 
PCR-tuotteille A, B ja D tehtiin digestiot BamHI-HF-entsyymillä ja C-tuotteelle SalI-HF-
entsyymillä (Taulukko 4). Digestoidut insertit puhdistettiin kuten aiemmin, jonka jälkeen 
ne ajettiin 1 % agaroosigeelille yhdessä digestoimattomien näytteiden kanssa. Tämän jäl-
keen tehtiin ligaatiot T4 DNA-ligaasilla seuraavilla vektori- ja inserttiyhdistelmillä: pUC19 
(BamHI) + A gDH10B (BamHI), pUC19 (BamHI) + B gDH10B (BamHI), pUC19 (BamHI) 
+ D gDH10B (BamHI) ja pUC19 (SalI) + C gDH10B (SalI). Kaikkiin ligaatioihin tuli 100 
ng vektoria ja inserttiä 3 x molaarinen ylimäärä (Taulukko 8). Kontrollina käytettiin mo-
lempien vektorien ligaatioseoksia, joihin ei pipetoitu inserttiä. Inkubointi ja inaktivointi 
suoritettiin valmistajan ohjeiden mukaisesti. Plasmidit ja taustat elektroporoitiin #2689 E. 
coli DH10B -bakteerisoluihin (Taulukko 3), jonka jälkeen solususpensiot siirrostettiin LA-
maljoille antibiootin  läsnä ollessa (Amp 100 µg/ml). Tranformoiduille pesäkkeille (20 kpl) 
tehtiin plasmidin eristys NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) -tuotteella. Plasmidit tar-
kistettiin erilaisten koedigestioiden avulla: A gDH10B pUC19, B gDH10B pUC19 ja D 
gDH10B pUC19 BamHI- ja EcoRI+HindIII-entsyymien avulla sekä gDH10B pUC19 SalI 
ja EcoRI+HindIII-entsyymien avulla (Taulukko 4). B-tuote (vektori + insertti) nimettiin 
pB4-plasmidiksi.  
Plasmidin rakentamisen toisessa vaiheessa insertoitiin luxCDE-geenit plasmidissa olevan 
gDH10B-geenin keskelle. Kyseinen työvaihe aloitettiin gradientilla PCR:lla, joka tapahtui 
käänteisesti eli niin sanotusti ”inverse PCR:n” avulla. Alukeparit olivat A = RS00255rM ja 
folArM, B = HptXrM ja RS10080rM, C = KHGrM ja RS10195rM, D = 2CysrE ja 
RS07420rE (Taulukko 5). Tuotteita monistettiin kolmessa eri lämpötilassa 69,9 oC, 64,6 oC 
ja 61 oC. Reaktion ekstensioaika oli 2 min (Taulukot 6 ja 7). B- ja D-alukkeita käytettiin 
uudelleen monistuksessa lämpötiloissa 60 oC ja 61 oC jotta saatiin lisää tuotetta. Gradientti 
PCR suoritettiin samalla tavalla kuin edellä. Seuraavaksi eristettiin #5610 E. coli -kannasta 
pTetlux1-CDE-AB-plasmidi (Taulukko 3) NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) -tuot-
teella ja digestoitiin siitä luxCDE-insertti EcoRI-HF-entsyymillä valmistajan ohjeiden mu-
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kaisesti (Taulukko 4). PCR-tuotteet eli vektorit ja insertti puhdistettiin 1.2 % preparatiivi-
selta geeliltä NucleoSpin® Gel and PCR Clean up -tuotteen avulla kuten edellä. Vektorit 
digestoitiin kahdella eri restriktioentsyymillä, vektorit A, B ja C MfeI- (Thermo Scientific) 
ja D EcoRI-HF-entsyymillä (Taulukko 4). Vektoreille tehtiin digestion jälkeen AP-käsittely 
(FastAP Alkaline Phosphatase 1U/µl) ja inaktivointi valmistajan ohjeiden mukaisesti (Tau-
lukko 4). Puhdistukseen käytettiin NucleoSpin® Gel and PCR Clean up -tuotetta kuten 
aiemmin. Vektorit liitettiin luxCDE-inserttiin T4 DNA-ligaasin avulla. Reaktiossa käytet-
tiin noin 1:1 suhdetta, jossa vektoria oli 50 ng ja inserttiä 60 ng (Taulukko 8). Kontrolleina 
eli taustana käytettiin jokaisen neljän eri vektorin ligaatioseosta, joihin ei pipetoitu inserttiä 
ja myös insertin sisältävää reaktioseosta, johon ei lisätty vektoria. Inkubointi ja inaktivointi 
suoritettiin valmistajan ohjeiden mukaisesti. Muodostuneet plasmidit elektroporoitiin 
#2689 E. coli DH10B -bakteerisoluihin (Taulukko 3). Mahdolliset transformantit seulottiin 
Siri-menetelmän avulla, jonka jälkeen tehtiin plasmidin eristys NucleoSpin® Plasmid/Plas-
mid (NoLid) -tuotteella. Plasmidien rakenne varmistettiin koedigestioiden avulla. Restrik-
tioentsyymeinä käytettiin EcoRI+HindIII-yhdistelmää (Thermo Scientific) ja BamHI-HF- 
sekä SalI-HF-entsyymejä (Taulukko 4). pB4-plasmidista peräisin oleva tuote nimettiin 
pB4_5-plasmidiksi. 
Kolmas vaihe eli insertin (gDH10B + luxCDE) siirto pSW23T itsemurhavektoriin aloitet-
tiin pSW23T-plasmidin eristyksellä kantakokoelman #5038 E. coli BW19610 -bakteerista 
(Taulukko 3). Eristys tehtiin NucleoBond Xtra Midi/Maxi -tuotteella. Plasmidin rakenne 
tarkistettiin BamHI-HF-, SalI-HF-entsyymeillä ja EcoRI+MfeI (Thermo Scientific) -ent-
syymiyhdistelmällä (Taulukko 4). Tämän jälkeen pSW23T-plasmidi digestoitiin kahdella 
eri reaktiolla: BamHI-HF ja SalI-HF -restriktioentsyymeillä kahdeksi erilliseksi vektoriksi 
ja niille tehtiin AP-käsittely (FastAP Alkaline Phosphatase 1U/µl, Taulukko 4). A2/11- ja 
B4/5-plasmideista irroitettiin insertit (gDH10B + luxCDE) BamHI-HF-entsyymin avulla. 
C7/9- ja C7/11-insertit digestoitiin SalI-HF-entsyymiä käyttäen (Taulukko 4). Vektorit ja 
insertit inaktivoitiin valmistajan ohjeiden mukaisesti ja ne ajettiin 1.2 % preparatiiviseen 
geeliin puhdistusta varten. DNA-fragmentit leikattiin talteen ja ne puhdistettiin kaupalli-
sella NucleoSpin® Gel and PCR Clean up -tuotteella kuten aiemmin. Valmiit vektorit ja 
insertit liitettiin yhteen T4 DNA-ligaasin avulla (Taulukko 8). Ligaatioissa BamHI-HF-rest-
riktioentsyymillä katkaistu pSW23T-vektori liitettiin kahdessa eri reaktiossa sekä A2/11- 
että B4/5-inserttiin, SalI-HF-restriktioentsyymillä katkaistu pSW23T-vektori liitettiin myös 
kahdessa eri reaktiossa sekä C7/9- että C7/11-inserttiin. Kaikki neljä plasmidia elektropo-
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roitiin kahteen eri bakteerikantaan; #1434 E. coli Sy327λpir ja #5005 E. coli ω7249 (Tau-
lukko 3). Elektroporoituja soluja kasvatettiin LA-maljoilla kloramfenikolin läsnä ollessa 
(Clm 20 µg/ml, E. coli ω7249 lisäksi DAP 0,3 mM) +37 oC, yön yli. Transformantit tarkis-
tettiin Siri-menetelmän avulla ja valituista näytteistä tehtiin plasmidin eristys NucleoSpin® 
Plasmid/Plasmid (NoLid) -tuotteella. Plasmidien rakennetta tarkasteltiin vielä koedigesti-
oiden avulla käyttämällä EcoRI-HF- ja BamHI-HF-entsyymejä sekä lopuksi tupladigesti-
olla MfeI+XbaI (Thermo Scientific, Taulukko 4). pB4_5-plasmidista peräisin oleva insertti, 
joka liitettiin itsemurhaplasmidin vektoriin, nimettiin pB4_5_9-plasmidiksi. 
Lopuksi plasmidien tarkistusten jälkeen E. coli -luovuttajakannat ω7249 B4/5/5, B4/5/9 ja 
B4/5/12 konjugoitiin #6152 E. coli DH5alpha -vastaanottajakannan kanssa kuten aiemmin 
konjugaatiokohdassa 8.10 on mainittu (Taulukko 3). Tämän jälkeen luovuttajalta vastaan-
ottajalle siirtyneen DNA:n rakenne varmistettiin pesäke-PCR:n avulla (Taulukot 6 ja 7) 
Lux-FE- ja luxc-r-alukkeilla (Taulukko 5) konjugaatioiden bakteeripesäkkeistä. Ekstensio-
aika oli 2 min. Rakenteen varmistuttua bakteeripesäkkeestä tehtiin LB-liemikasvatus, jota 
nuorennettiin 1:50 kolme kertaa kuten bakteerikasvatuskohdasta 8.1 käy ilmi. Liemikasva-
tuksista tehtiin 10-6-laimennos, joista viljeltiin LA-maljalle solususpensiota 150 µl/näyte. 
Bakteereja kasvatettiin +37 oC 2 vrk, jonka jälkeen pesäkkeet seulottiin LA- ja LA-kloram-
fenikoli (20 µg/ml) -maljojen avulla. Kloramfenikolimaljoilla kasvamattomat näytteet tar-
kistettiin uudestaan kuten edellä pesäke-PCR:lla (Taulukot 6 ja 7) Lux-FE- ja luxc-r-aluk-
keiden avulla (Taulukko 5). Valikoiduista näytteistä tehtiin uusi pesäke-PCR (Taulukot 6 
ja 7) seitsemällä eri alukeparilla: 1 = RS10080-F2 ja luxE-F, 2 = RS10080fB ja luxE-F, 3 
= luxC-R ja HptXfB, 4 = luxC-R ja HptX-F2, 5 = luxC-R2 ja HptXfB, 6 = luxC-R2 ja 
HptX-F2, 7 = luxC-R ja luxC-F2 (Taulukko 5). Merodiploidin rakenteen varmistuttua bak-
teeripesäkkeistä valmistettiin elektrokompetentteja soluja aiemman ohjeen mukaisesti va-
lontuoton testaamista varten pMMT1-plasmidilla. Toisen ja kolmannen vaiheen plasmidit 
lähetettiin sekvensoitavaksi FIMM:iin. Sekvenssien perusteella piirrettiin mittasuhteiltaan 
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8.14 Valontuoton testaus 
 
Elektroporaatio tehtiin aiemman ohjeen mukaan kolmeen valmistettuun meridiploidikan-
taan B4/5/9 a3, B4/5/9 a5 ja B4/5/9 a6 E. coli DH5alphaan pMMT1-plasmidilla (25 ng). 
Transformaatiomaljoja (LA) kasvatettiin antibioottien (Amp 100 µg/ml, Clm 20 µg/ml) 
läsnä ollessa +37 oC, yön yli. Jokaisen kannan maljalta siirrostettiin 8 puhdasviljelmää, joita 
inkuboitiin +37 oC, 30 min ja tämän jälkeen noin 3 vrk huoneenlämmössä. Kasvaneista 
puhdasviljelmistä valittiin viisi, joilta siirrostettiin erillispesäkeet LB-liemeen 5 ml:iin 
(Amp 100 µg/ml, Clm 20 µg/ml) Falcon®-putkeen (15 ml) ja annettiin kasvaa +37 oC, yön 
yli. Negatiivista #6152 E. coli DH5alpha -kontrollia kasvatettiin ilman antibioottia +37 oC, 
yön yli (Taulukko 3). Positiivisia Yersinia enterocolitica -kontrolleja #6141 ja #5455 inku-
boitiin sopivan antibiootin (Km 50 µg/ml) läsnä ollessa yön yli, RT (Taulukko 3). Valon 
tuottoa ja absorbansseja (OD450) mitattiin luminesenssin avulla neljällä rinnakkaisella näyt-
teellä (Liite 7) kirkkaalla 96-kuoppalevyllä Hidex Sense Microplate Reader -laitteella (Hi-
dex Oy, Liite 2). Näytteiden kasvusta johtuvien erojen tasaaminen tapahtui vähentämällä 
luminesenssin blank-arvo (niin kutsuttu nolla-arvo) luminesenssiarvoista ja absorbanssin 
blank-arvo absorbanssiarvoista, jonka jälkeen luminesenssiarvo jaettiin absorbanssiarvolla. 
Laskukaava: näytteen luminesenssiarvo −  blank-arvo ÷  näytteen absorbanssiarvo − 
blank-arvo = näytteiden suhteellinen valoyksikkö (RLU).  
 
8.15 Valontuoton standardisointi 
 
Valontuoton toimivuutta testattiin uudestaan pMMT1-plasmidin rakenteen varmista-
miseksi. #5958 E. coli Sy327/pEfB6 pSW23T ja #5963 E. coli Sy327/pEfB7-a pKNG101 
-bakteerisoluista (Taulukko 3) valmistettiin elektrokompetentteja soluja joihin elektropo-
roitiin pMMT1-plasmidia (25 ng) aiemman ohjeen mukaisesti. Näytteet viljeltiin maljoille 
sopivien antibioottien läsnä ollessa (#5958 soluihin elektroporoidut Amp 100 µg/ml, Clm 
20 µg/ml, #5963 soluihin elektroporoidut Amp 100 µg/ml, Strept 50 µg/ml) ja inkuboitiin 
+37 oC, yön yli. Elektroporoiduista näytteistä valmistettiin puhdasviljelmät, joilta siirros-
tettiin erillispesäkkeet LB-liemeen (5 ml) edellä mainittujen antibioottien läsnä ollessa. Ne-
gatiivinen kontrollikanta #1434 E. coli SY327λpir (Taulukko 3) kasvatettiin ilman antibi-
oottia. Näytteitä kasvatettiin +37 oC, yön yli. Lisäksi kasvatettiin positiiviset #6141 ja 
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#5455 Yersinia -kontrollit (Km 50 µg/ml, RT) kuten edellä valontuoton testauksessa aiem-
min (Taulukko 3). Solususpensioiden absorbanssiarvot tasattiin laimennoksilla (E. coli 
1:50, Y. enterocolitica 1:25), jonka jälkeen niitä kasvatettiin vielä noin 6 h. Valontuottoa ja 
absorbansseja (OD600) mitattiin kirkaspohjaisella 96-kuoppalevyllä neljällä rinnakkaisella 
näytteellä kuten edellä (Liite 8). Tulokset saatiin samalla laskukaavalla kuten aiemmin va-






pMMT1-plasmidia varten digestoidut DNA-fragmentit valittiin koedigestioiden avulla 1 % 
agaroosigeeliltä fragmenttien kokoa havainnoimalla. EcoRI-HF digestoi pUC19-vektorin 
ja katkaisee plasmidin yhdestä kohdasta. pTetlux1- ja pTetlux1-CDE-AB-plasmidit katkea-
vat kahdesta kohdasta. BamHI-HF- ja SalI-HF-digestiot jäävät partiaalisiksi (Kuva 5).  
 
Kuva 5. Eristettyjen plasmidien pUC19 ja pTetlux1 koedigestiot agaroosigeelillä. GeneRu-
ler: Molekyylikokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). pUC19: Digestoitu 
pUC19-plasmidi (Kaivot 2, 3 ja 4). pTetlux1: Digestoitu pTetlux1-plasmidi (Kaivot 5, 6 ja 
7). pTetlux-CDE-AB: Digestoitu pTetlux1-CDE-AB-plasmidi (Kaivot 8, 9 ja 10). Diges-
tioentsyymit: BamHI-HF, EcoRI-HF, SalI-HF. 
 
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1 
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PCR:lla monistettiin pTetlux1-plasmidista lux2 F- ja lux2 R-alukkeiden avulla luxAB-gee-
nit. Tuotteen odotettu koko oli noin 2000 bp ja se monistui jokaisessa lämpötilassa (Kuva 
6). 
 
Kuva 6. Agaroosigeelikuva PCR:lla monistetuista luxAB-fragmenteista. GeneRuler: 
Molekyylikokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). pTetlux1: luxAB-PCR-
tuotteet. Lämpötilat: 1. 72 oC, 2. 69.9 oC, 3. 67.7 oC, 4. 64,6 oC, 5. 62,5 oC, 6. 60.5 oC. 
Negatiivinen kontrolli, lämpötila: 62.5 oC. 
YeO:3-gDNA:sta monistettiin gradientilla PCR:lla pHigh1-FS- ja pHigh1-RE-alukkeiden 
avulla ompF-promoottorin sisältämä fragmentti (YeO:3) viidessä eri lämpötilassa. DNA-
palat ovat kooltaan alle 500 bp (Kuva 7). 
 
Kuva 7. PCR:lla monistetut YeO:3-fragmentit (ompF-promoottori) agaroosigeelillä. Gene-
Ruler: Molekyylikokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). gYeO3: YeO:3-
tuotteet. Lämpötilat: 1. 72 oC, 2. 69.9 oC, 3. 67.7 oC, 4. 64.6 oC, 5. 61 oC. Negatiivinen 
kontrolli, lämpötila: 61 oC. 
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Preparatiiviselta geeliltä voitiin havainnoida pUC19-plasmidista tuplana digestoidun ja al-
kaalisella fosfataasilla käsiteltyjen (BamHI-HF, SalI-HF) fragmenttien (vektori) olevan yli 
2000 bp. Lisäksi nähtiin toistamiseen, että pTetlux1-CDE-AB-plasmidista (Taulukko 3) 
monistettu luxAB-fragmentti oli noin 2000 bp ja YeO:3 gDNA:sta monistettu (Taulukko 3) 
YeO:3-fragmentti noin 500 bp (Kuva 8). 
 
Kuva 8. Preparatiivinen geelikuva digestoiduista pUC19-vektorista, luxAB-insertistä ja 
gYeO:3-insertistä. pUC19: digestoidut (BamHI-HF, SalI-HF) pUC19-fragmentit (Kaivot 
1,2). GeneRuler: Molekyylikokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). pTet-
lux1-CDE-AB: luxAB-insertti. gYeO3: ompF-promoottorin sisältävä YeO:3-fragmentti. 
Inserttien tupladigestiot, YeO:3-fragmentille (ompF-promoottori) EcoRI-HF- ja SalI-HF-
yhdistelmällä ja luxAB-pala (pTetlux1-CDE) digestoitiin toistamiseen EcoRI-HF- ja 
BamHI-HF-entsyymeillä, sillä fragmentti näytti hajoavan kahteen osaan. Toistettu digestio 
tehtiin ilman inaktivaatiota (Kuva 9). 
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Kuva 9. Inserttien YeO:3 (ompF-promoottori) ja pTetlux1-CDE koedigestiot agaroosigee-
lillä (vasemmalla ensimmäinen digestio, oikealla toistettu digestio). GeneRuler: Molekyy-
likokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). pTetlux1-CDE-AB: luxAB-insertti. 
gYeO3: YeO:3-insertti (ompF-promoottori). 
Ligaation (pUC19-vektori, YeO:3-insertti, luxAB-insertti) ja transformaation jälkeen eris-
tetyt plasmidit (Siri-menetelmä) agaroosigeelillä. Koedigestioihin valittiin näytteet e, f, g, 
h, i, j (Kuva 10).  
Kuva 10. Agaroosigeelikuva transformaation jälkeen eristetyistä plasmideista. GeneRuler: 
Molekyylikokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). pUC19: positiivinen kont-
rolliplasmidi. Näytteet a-y: eristetyt plasmidit. 
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Eristettyjen plasmidien tupladigestiot (EcoRI-HF+HindIII). Valittiin neljä DNA-juovaa 
muodostavat näytteet e, g, h ja i (Kuva 11). 
 
Kuva 11. Agaroosigeelikuva plasmidien e, f, g, h, i ja j koedigestioista. GeneRuler: Mole-
kyylikokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). pUC19: kontrolliplasmidi. 
Näytteet e-j: digestoidut plasmidit (EcoRI-HF+HindIII). 
Plasmideille tehtiin kolme digestiota (BamHI+SalI, PaeI, ScaI+RruI). Kaksi näytteistä, h ja 
i, valittiin sekvensointiin FIMM:iin (Kuva 12). 
 
Kuva 12. Agaroosigeelikuva plasmidien e, g, h ja i koedigestioista. GeneRuler: Molekyyli-
kokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). pUC19: kokonainen kontrolliplas-
midi ja digestoitu SalI-HF+ScaI. Näytteet e-i: digestoidut plasmidit (BamHI-HF+SalI-HF, 
PaeI ja ScaI+RruI). 
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Saapuneen Fasta-tiedoston (Liite 3) perusteella näyte i nimettiin pMMT1-plasmidiksi. 
DNA-sekvenssin avulla piirrettiin SnapGene® Viewer 4.1.4 -ohjelmalla (GSL Biotech 
LLC, USA) mittasuhteiltaan oikean kokoinen plasmidi (Kuva 13). 
 
Kuva 13. pMMT1-plasmidi piirretty sekvensointidatasta SnapGene® Viewer 4.1.4 -ohjel-
man avulla. 
 
9.2 Itsemurhavektori, genomisen palan siirto pUC19-plasmidiin  
 
Aiemmin eristetystä pUC19-plasmidista digestoitiin kaksi vektorifragmenttia erikseen, 
käyttämällä BamHI-HF- ja SalI-HF-entsyymejä ja alkaalista fosfataasia. Preparatiiviselta 
1.2 % geeliltä leikattiin talteen noin 2.7 kb kokoiset DNA-fragmentit (Kuva 14).  
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Kuva 14. Preparatiivinen geelikuva digestoidusta pUC19-vektorista BamHI-HF- sekä SalI-
HF-entsyymeillä. pUC19 BamHI: digestoitu (BamHI-HF) pUC19-fragmentti. GeneRuler: 
Molekyylikokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). pUC19 SalI: digestoitu 
(SalI-HF) pUC19-fragmentti. 
DH10B gDNA-insertit monistettiin PCR:n avulla neljässä eri lämpötilassa (1. 69.9 oC, 2. 
64.6, oC 3. 62.5 oC, 4. 60 oC), neljällä eri alukeparilla. Puhdistettavaksi valittiin näytteet A1, 
A2, B1, B2, C1, C2, D1 ja D2 (Kuva 15). 
 
Kuva 15. Agaroosigeelikuva PCR:lla monistetuista gDH10B-fragmenteista. GeneRuler: 
Molekyylikokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). A1-A4: folAfB- ja 
RS00255fB-alukkeilla monistetut gDH10B-fragmentit. B1-B4: RS10080fB- ja HptXfB-
alukkeilla monistetut gDH10B-fragmentit. C1-C4: RS10195fS- ja KHGfS-alukkeilla mo-
nistetut gDH10B-fragmentit. D1-D4: RS07420fB- ja 2CysfB-alukkeilla monistetut 
gDH10B-fragmentit. AN, BN, CN, DN: negatiiviset kontrollit. 
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Puhdistuksen jälkeen A-, B- ja D-näytteet digestoitiin BamHI-HF-entsyymillä ja C-näyte 
SalI-HF-entsyymillä. gDH10B A- ja B-näyte näytti denaturoituneen puhdistuksen aikana. 
Siitä huolimatta tehtiin ligaatio myös näistä näytteistä (Kuva 16).  
 
Kuva 16. gDH10B-fragmenttien koedigestiot agaroosigeelillä. GeneRuler: Molekyyli-
kokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). pUC19: kontrolliplasmidi. A: di-
gestoitu A gDH10B-fragmentti (BamHI-HF). B: digestoitu B gDH10B-fragmentti (BamHI-
HF). C: digestoitu C gDH10B-fragmentti (SalI-HF). D: digestoitu D gDH10B-fragmentti 
(BamHI-HF). 
Ligoidut plasmidit (pUC19+gDH10B) A, B, C ja D elektroporoitiin E. coli DH10B -solui-
hin. Transformoiduista näytteistä, A, B ja D valittiin jokaisesta neljä pesäkettä plasmidin 
eristykseen, näytteestä C valittiin kahdeksan pesäkettä. Eristetyille plasmideille tehtiin koe-
digestioita niiden rakenteiden varmentamiseksi. 
Digestiossa BamHI-HF- ja SalI-HF-entsyymeillä A-, B- ja D-näytteet digestoituvat hyvin 
BamHI:lla, mutta C-näytteiden digestoituminen SalI-HF:lla jäi osittaiseksi. Näytteet A2, 
B2 ja B4 olivat digestoituneet oikean kokoisiksi (Kuva 17). 
 52 
 
Kuva 17. Agaroosigeelikuva plasmidien A, B, C ja D koedigestioista. Ympyröidyt näytteet 
A2, B2 ja B4 digestoituneet oikean kokoisiksi. GeneRuler: Molekyylikokostandardi 1 kb 
DNA Ladder (Thermo Scientific). pUC19: positiivinen kontrolli. A1-A4: digestoitu plas-
midi (BamHI-HF). B1-B4: digestoitu plasmidi (BamHI-HF) C1-C8: digestoitu plasmidi 
(SalI-HF). D1-D4: digestoitu plasmidi (BamHI-HF). A1-A3 plas, B1-B4 plas, C3-C5 plas, 
D2-D4 plas: kokonaiset plasmidit. pUC19 NEB ja H2O: bufferin ja veden negatiiviset kont-
rollit. 
Koedigestiossa EcoRI-HF+HindIII A2, B2, B4, C2, C3, C6, C7 ja C8 digestoituivat oikean 
kokoisiksi fragmenteiksi. Geelikuvan perusteella valittiin näytteet A2, B2, B4, C3 ja C7 
(Kuva 18). 
 
Kuva 18. Koedigestiokuva agaroosigeelistä plasmidit A, B, C ja D. GeneRuler: Molekyy-
likokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). pUC19: positiivinen kontrolli. A1-
A4: digestoitu plasmidi. B1-B4: digestoitu plasmidi. C1-C8: digestoitu plasmidi. D1-D4: 
digestoitu plasmidi. Digestioentsyymit: EcoRI-HF+HindIII. 
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D-näytteiden transformoiduista pesäkkeistä seulottiin lisää Siri-menetelmällä mahdollisia 
plasmidin sisältäviä pesäkkeitä. Valittiin kolme näytettä D5, D8 ja D12 plasmidin eristyk-
seen, joista tehtiin koedigestio BamHI-HF:lla ja tupladigestio EcoRI-HF+HindIII-yhdistel-
mällä. Lisäksi testattiin uudelleen C-näytteiden digestoitumista SalI-HF-entsyymillä. Aga-
roosigeeliltä valittiin näytteet D5, D12 ja varmistettiin näytteiden C3 sekä C7 valinta (Kuva 
19).  
 
Kuva 19. Agaroosigeelikuva plasmidien D5, D8, D12, C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 ja C8 
koedigestioista. GeneRuler: Molekyylikokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scienti-
fic). pUC19: positiivinen kontrolli. D5, D8, D12: digestoitu plasmidi (BamHI-HF ja EcoRI-
HF+HindIII) C1-C8: digestoitu plasmidi (SalI-HF). 
9.3 Itsemurhavektori, luxCDE-palan insertointi genomisen palan keskelle 
 
Koedigestiolla valituista näytteistä A2, B2, B4, C3, C7, D5 ja D12 tehtiin käänteinen PCR 
monistamalla plasmideja neljällä eri alukeparilla kolmessa eri lämpötilassa (Pcr 1. 69.9 oC, 
Pcr 2. 64.6 oC, Pcr 3. 61 oC). Alemmat PCR-lämpötilat toimivat paremmin. B4- ja D12-
näytteistä tehtiin uusi PCR kahdessa alimmassa lämpötilassa, jotta saatiin enemmän 
DNA:ta. Valittiin näytteet A2, B4, C7 ja D12 vektorifragmenteiksi (Kuva 20). 
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Kuva 20. Agaroosigeelikuvat käänteisellä PCR:lla monistetuista plasmideista A2, B2, B4, 
C3, C7, D5 ja D12. Vasemmalla ensimmäinen PCR, oikealla uusinta PCR alemmilla läm-
pötiloilla. GeneRuler: Molekyylikokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). A2: 
folArM- ja RS00255rM-alukkeilla monistetut DNA-fragmentit. B2, B4: RS10080rM- ja 
HptXrM-alukkeilla monistetut DNA-fragmentit. C3, C7: RS10195rM- ja KHGrM-aluk-
keilla monistetut DNA-fragmentit. D5, D12: RS07420rE- ja 2CysrE-alukkeilla monistetut 
DNA-fragmentit. Oikea kuva: Pcr 1. 69.9 oC, Pcr 2. 64.6 oC, Pcr 3. 61 oC. A Neg, B Neg, 
C Neg, D Neg: negatiiviset kontrollit. Vasen kuva: Pcr 1. 64.6 oC, Pcr 2. 61 oC. B Neg, D 
Neg: negatiiviset kontrollit.  
 
luxCDE-insertti digestoitiin plasmidista (pTetlux1-CDE-AB) EcoRI-HF-entsyymillä. Gee-
liltä leikattiin talteen DNA-fragmentit, jotka olivat kooltaan noin 3500-4000 bp. Talteen 
leikattiin myös PCR-tuotteet A2, B4 ja D12 noin 3500-4000 bp. 
A2-, B4- ja C7-vektorit digestoitiin MfeI-entsyymillä ja D12-vektori EcoRI-HF-entsyy-
millä. Vektorifragmenttien rakenne varmistettiin agaroosigeeliltä ennen ligaatiota. D12-
näytteen DNA-konsentraatio oli alhainen (Kuva 21).  
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Kuva 21. Agaroosigeelikuva plasmidien A2, B4, C7 ja D12 koedigestioista. GeneRuler: 
Molekyylikokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). A2 digest: digestoitu A2-
fragmentti (MfeI). A2 Pcr: digestoimaton PCR-tuote. B4 digest: digestoitu B4-fragmentti 
(MfeI). B4 Pcr: digestoimaton PCR-tuote. C7 digest: digestoitu C7-fragmentti (MfeI). C7 
Pcr: digestoimaton PCR-tuote. D12 digest: digestoitu D12-fragmentti (EcoRI-HF). D12 
Pcr: digestoimaton PCR-tuote. PTetlux-CDE-AB digest: digestoitu luxCDE-insertti 
(EcoRI-HF). PTetlux-CDE-AB plasmid: positiivinen kontrolli, kokonainen plasmidi. 
 
Tehtiin jokaisesta vektorista (A2, B4, C7 ja D12) ja inserteistä (luxCDE) ligaatiot. E. coli 
DH10B -bakteerisoluihin elektroporoidut ligoidut plasmidit tarkastettiin transformaation 
jälkeen (Siri-menetelmä), A2/11-, B4/5-, C7/9-, C7/11- ja D12/9-näytteet sisälsivät mah-
dollisen plasmidin (Kuva 22). 
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Kuva 22. Transformaation jälkeinen geelikuva plasmidin mahdollisesti sisältävistä baktee-
risoluista A2/11, B4/5, C7/9, C7/11 ja D12/9. GeneRuler: Molekyylikokostandardi 1 kb 
DNA Ladder (Thermo Scientific). A2 1-11: eristetyt plasmidit. B4 1-11: eristetyt plasmidit. 
C7 1-11: eristetyt plasmidit. D12 1-11: eristetyt plasmidit. A2 kontr, B4 kontr, C7 kontr, 
D12 kontr: kokonaiset positiiviset kontrolliplasmidit (pUC19 + gDH10B, ilman luxCDE-
palaa). 
Plasmidien rakennetta tarkasteltiin koedigestoiden jälkeen ja kaupallisella tuotteella tehty-
jen plasmidin eristysten jälkeen. Tupladigestiossa EcoRI-HF+HindIII ja BamHI-HF-diges-
tiossa voitiin agaroosigeeliltä nähdä, että A2/11- ja B4/5-näytteistä eristetyt plasmidit olivat 
katkenneet oikean kokoisiksi DNA-fragmenteiksi. C7/9- ja C7/11-näytteiden plasmidit oli-
vat katkenneet tupladigestiolla EcoRI-HF+HindIII, mutta olivat jääneet partiaalisiksi SalI-
HF-entsyymireaktiossa. D12/9-näytteen plasmidi oli jäänyt hieman partiaaliseksi EcoRI-
HF+HindIII-digestiossa, mutta BamHI-HF-digestiossa ei ollut irronnut pienempää DNA-
fragmenttia. Tehtiin vielä uusintadigestiot D12/9-näytteen plasmidille BamHI-HF-entsyy-
millä ja C7/9- sekä C7/11-näytteiden plasmideille SalI-HF-entsyymillä. D12/9-näytteen 
plasmidi katkesi lineaariseen muotoon BamHI-HF-digestiossa, joten valittiin A2/11-,  
B4/5-, C7/9- ja C7/11-näytteet seuraavaan vaiheeseen (Kuva 23). 
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Kuva 23. Agaroosigeelikuva A2/11-, B4/5-, C7/9-, C7/11- ja D12/9-näytteiden plasmidien 
koedigestioista. GeneRuler: Molekyylikokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scienti-
fic). Positiiviset kontrollit: pUC19 ja pUC19 kontr: digestoitu kontrolliplasmidi (EcoRI-
HF+HindIII, SalI-HF, BamHI-HF). A2/11: digestoitu plasmidi (EcoRI-HF+HindIII, 
BamHI-HF). B4/5: digestoitu plasmidi (EcoRI-HF+HindIII, BamHI-HF). C7/9: digestoitu 
plasmidi (EcoRI-HF+HindIII, SalI-HF). C7/11: digestoitu plasmidi (EcoRI-HF+HindIII, 
SalI-HF). D12/9: digestoitu plasmidi (EcoRI-HF+HindIII, BamHI-HF). A2 kontr, B4 kontr, 
C7 kontr, D12 kontr: digestoidut kontrolliplasmidit (pUC19 + gDH10B, ilman luxCDE-
palaa) (EcoRI-HF+HindIII, BamHI-HF, SalI-HF). 
 
9.4 Itsemurhavektorin pSW23T valmistus 
 
E. coli BW19610 -bakteerikannasta eristetty plasmidi pSW23T koedigestiot BamHI-HF-, 
EcoRI-HF+MfeI- ja SalI-HF-entsyymeillä onnistuivat hyvin. Kontrollina käytettiin 




Kuva 24. Agaroosigeelikuva pSW23T plasmidin koedigestioista. GeneRuler: Molekyyli-
kokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). pSW23T: digestoitu plasmidi 
(BamHI-HF, EcoRI-HF+MfeI, SalI-Hf) pSW25T: positiivinen kontrolli (BamHI-HF, 
EcoRI-HF+MfeI, SalI-Hf). 
 
Preparatiivisen geelin kaikki plasmidit katkesivat kahteen osaan. Digestoidut (BamHI-HF, 
SalI-HF) pSW23T-vektorifragmentit (noin 1500-2000 bp) ja digestoidut (BamHI-HF) 
A2/11-, B4/5-inserttifragmentit (yli 6000 bp) sekä C7/9-, C7/11-inserttifragmentit (yli 6000 
bp) leikattiin talteen. Inserttien koosta havaittiin, että ne sisälsivät gDH10B ja luxCDE-
geenialueen (Kuva 25). 
 
Kuva 25. Preparatiiviset geelikuvat digestoiduista pSW23T-vektoreista ja A2/11-, B4/5-, 
C7/9- ja C7/11-inserteistä. Vasemmalla vektorit, oikealla insertit. GeneRuler: Molekyyli-
kokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). pSW23T: digestoitu vektorifrag-
mentti (BamHI-HF, SalI-HF). A2/11, B4/5: digestoitu inserttifragmentti (BamHI-HF). 
C7/9, C7/11: digestoitu inserttifragmentti (SalI-HF). 
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9.5 Insertin siirto pSW23T-itsemurhavektoriin 
 
Preparatiiviselta agaroosigeeliltä eristettyjen vektori- ja inserttifragmenttien ligaation on-
nistuminen, elektroporaation jälkeen, todettiin Siri-menetelmän avulla. Menetelmällä eris-
tettiin 59 näytteestä mahdolliset plasmidit.  Kromosomaalinen DNA näkyi agaroosigeelillä 
hyvin ylempänä, mutta alempana oleva mahdollinen plasmidi näkyi heikosti. Valittiin mah-
dollisen plasmidin sisältävät näytteet geeliltä ottamalla eri kokoisia DNA-juovia muodos-
tavia näytteitä (A2/11: 6 näytettä, B4/5: 6 näytettä, C7/9: 6 näytettä, C7/11: 2 näytettä) 
plasmidin eristykseen kaupallisella tuotteella ja koedigestioihin. 
Plasmidien eristyksen ja EcoRI-HF-digestion jälkeen koedigestiogeelillä havaittiin neljä 
plasmidia A2/11: 11, B4/5: 5, 9, 12 jotka saattoivat sisältää (gDH10B + luxCDE) insertin 
(Kuva 26). 
  
Kuva 26. Koedigestioagaroosigeelikuva mahdollisen gDH10B + luxCDE-fragmentin sisäl-
tävistä pSW23T-plasmideista. GeneRuler: Molekyylikokostandardi 1 kb DNA Ladder 
(Thermo Scientific). A2/11 3, 11, 14, 15, 16. 17: digestoitu plasmidi (EcoRI-HF). B5/5 2, 
3, 5, 7, 9, 12: digestoitu plasmidi (EcoRI-HF). C7/9 1, 4, 6, 8, 11, 12, 13: digestoitu plasmidi 
(EcoRI-HF). C7/11 1, 4, 5: digestoitu plasmidi (EcoRI-HF). pSW23T: positiivinen 
kontrolli, digestoitu pSW23T plasmidi (EcoRI-HF). 
BamHI-HF-digestion ja MfeI+XbaI-tupladigestion avulla voitiin agaroosigeeliltä havaita, 
että B4/5 5, 9 ja 12 näytteet olivat oikean kokoisia. Valittiin kaikki kolme näytettä konju-
gaatioon isäntäbakteeri #6152 E. coli DH5alphan kanssa (Kuva 27). 
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Kuva 27. Agaroosigeelikuva koedigestioista plasmideille A2/11/11, B4/5/5, B4/5/9 ja 
B4/5/12. GeneRuler: Molekyylikokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). 
A2/11: digestoitu plasmidi (BamHI-HF, MfeI+XbaI). B4/5 5, 9, 12: digestoitu plasmidi 





Konjugaation onnistumista analysoitiin pesäke-PCR:n avulla monistamalla plasmidin sisäl-
tämää luxCDE-geeniä. Agaroosigeeliltä havaittiin, että lähes jokainen näyte sisälsi oikean 
insertin, ainoastaan B4/5/12: 4 oli negatiivinen. Valittiin jokaisesta näytteestä a- ja b-pesäke 
nuorennoskasvatuksiin (Kuva 28). 
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Kuva 28. Agaroosigeelikuva pesäke-PCR:lla monistetuista luxCDE-tuotteista. GeneRuler: 
Molekyylikokostandardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). B4/5/5 1-6: luxCDE-PCR-
tuote. B4/5/9 1-6: luxCDE-PCR-tuote. B4/5/12 1-6: luxCDE-PCR-tuote. pTetlux1 plasm. 
kontr: positiivinen kontrolli, pTetlux1-plasmidi. Neg.kontr: negatiivinen kontrolli. 
Liemikasvatusten 3. nuorennoksesta (B4/5/5 a ja b, B4/5/9 a ja b B4/5/12 a ja b) viljellyillä 
maljoilla (6 kpl) kasvoi noin 100 pesäkettä/malja. Jokaiselta maljalta siirrostettiin 50 pesä-
kettä LA- ja LA-kloramfenikoli (20 µg/ml) -maljoille, joilla näytteet seulottiin. Bakteerit, 
jotka kasvoivat heikosti tai eivät ollenkaan, kloramfenikolin läsnä ollessa, monistettiin pe-
säke-PCR:n avulla. Agaroosigeelillä näkyi viisi näytettä, B4/5/9 a: 3, 5, 6 ja B4/5/9 b: 3, 4, 
jotka sisälsivät luxCDE-insertin (Kuva 29). 
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Kuva 29. Agaroosigeelikuva pesäke-PCR:lla monistetuista nuorennosten jälkeisistä baktee-
risoluista, jotka mahdollisesti sisälsivät luxCDE-insertin. GeneRuler: Molekyylikokostand-
ardi 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). B4/5/5 a 1-3: pesäke-PCR-tuote. B4/5/5 b 1-5: 
pesäke-PCR-tuote. B4/5/9 a 1-6: pesäke-PCR-tuote. B4/5/9 b 1-4: pesäke-PCR-tuote. 
B4/5/12 a 1-5: pesäke-PCR-tuote. B4/5/12 b 1: pesäke-PCR-tuote. pTetlux1 plasm: positii-
vinen kontrolli pTetlux1-plasmidi. Neg. kontr: negatiivinen kontrolli. 
Viittä mahdollisen luxCDE-insertin sisältävää näytettä monistettiin pesäke-PCR:lla seitse-
mällä alukeparilla (Taulukko 5, merodiploidin varmistus, alukeparit 1-7), jotta havaittiin, 
oliko toinen rekombinaatio tapahtunut. Näytteet ajettiin agaroosigeelille, josta voitiin ha-
vaita, että B4/5/9 a: 3, 5 ja 6 näytteet olivat edelleen merodiploideja. 
 
9.7 Valontuoton testaus pMMT1-plasmidilla ja merodiploideilla 
 
Merodiploideista B4/5/9 a3, B4/5/9 a5 ja B4/5/9 a6 valmistettiin elektrokompetentteja so-
luja joihin elektroporoitiin pMMT1-plasmidia. Ainoastaan B4/5/9 a5 solujen puhdasviljel-
millä näkyi kunnollista bakteerikasvua. Viidestä erillispesäkkeestä tehtiin LB-liemikasva-
tukset, joiden valontuottoa mitattiin vuorokauden kasvatuksen jälkeen kontrollien läsnä ol-
lessa. Jokaisesta näytteestä tehtiin neljä rinnakkaista mittausta. Näytteet II ja V tuottivat 
eniten valoa (Kuva 30).  
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Kuva 30. Valontuoton testaus. Pystyjanat kuvaavat vaihteluväliä neljän rinnakkaisen näyt-
teen välillä. Näyte I: 333 RLU. Näyte II: 74 365 RLU. Näyte III: 965 RLU. Näyte IV: 1 
479 RLU. Näyte V: 3 268 RLU. #1255 Neg: negatiivinen kontrolli 525 RLU. #6152 Neg: 
negatiivinen kontrolli 859 RLU. #6141 M.Pos: matala positiivinen kontrolli 11 842 RLU. 
#5455 K.Pos: korkea positiivinen kontrolli 3 227 850 RLU. 
 
 
9.8 Valontuoton standardisointi kontrollikannoilla 
 
Valontuottoa testattiin uudestaan kontrollikannoilla, joiden tiedettiin tuottavan valoa  
luxAB-geeniin yhdistämällä. Kontrollikannoista #5958 E. coli Sy327/pEfB6 pSW23T 
(ClmR) ja #5963 E. coli Sy327/pEfB7-a pKNG101 (StreptR) valmistettuihin soluihin 
elektroporoitiin pMMT1-plasmidia. Transformanteista valittiin kaksi pesäkettä (Näytteet 4 
ja 8) #5958 E. coli Sy327/pEfB6 pSW23T (ClmR) -soluista ja neljä pesäkettä (Näytteet 9, 
10, 15 ja 16) #5963 E. coli Sy327/pEfB7-a pKNG101 (StreptR) -soluista. Jokaisesta näyt-





































































Kuva 31. Valontuoton standardisointi. Pystyjanat kuvaavat vaihteluväliä neljän rinnakkai-
sen näytteen välillä. Näyte 4: 24 196 RLU. Näyte 8: 21 729 RLU. Näyte 9: 5 650 RLU. 
Näyte 10: 34 782 RLU. Näyte 15: 7 434 RLU. Näyte 16: 31 338 RLU. #1434 Neg: negatii-
vinen kontrolli 751 RLU. #5958 Neg: negatiivinen kontrolli 1 482 RLU. #5963 Neg: nega-
tiivinen kontrolli 2 550 RLU. #6141 M.Pos: matala positiivinen kontrolli 32 306 RLU. 
#5455 K.Pos: korkea positiivinen kontrolli 6 034 905 RLU. 
  
9.9 Plasmidien sekvensointi ja kuvittaminen 
 
FIMM:iin lähetettyjen kolmen plasmidin pB4, pB4_5 ja pB4_5_9 sekvenssien (Liite 4, 5 ja 
6) saavuttua piirrettiin plasmidit SnapGene® Viewer 4.1.4 -ohjelman avulla (GSL Biotech 
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Kuva 32. pB4_plasmidi, jossa pUC19-vektori ja gDH10B-insertti. Piirretty sekvensointi-
datasta SnapGene® Viewer 4.1.4 -ohjelman avulla. 
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Kuva 33. pB4_5-plasmidi, jossa pUC19-vektori ja gDH10B-insertti, jonka keskellä 
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Kuva 34. pB4_5_9-plasmidi, jossa pSW23T-vektori ja gDH10B-insertti, jonka keskellä 















10 TULOSTEN TARKASTELU  
  
 
Bakteriofagit pystyvät tuottamaan lukuisia erilaisia proteiineja. Geeneistä riippuen proteii-
nit voivat olla joko toksisia tai eivät. Tässä tutkimuksessa pystytettiin menetelmä, jolla voi-
daan seuloa toksisia proteiineja tuottavia tuntemattomia faagigeenejä. Reportterivektoriin 
kloonattiin luxAB-geenit ja itsemurhavektoriin luxCDE-geenit. Itsemurhavektorin integroi-
tuessa isäntäbakteeriin muodostui merodiploidi, joka yhdessä reportterivektorin kanssa 
muodosti luxCDABE-geenikasetin. Tämä geenikasetti tuotti luminoivaa valoa. Standar-
disoinnilla nähtiin, että reportteriplasmidi toimi halutulla tavalla ja että valontuotto oli mah-
dollista jokaisessa isäntäbakteerissa.  
 
10.1 pMMT1-plasmidin kloonaus 
 
pMMT1-plasmidin muodostaminen onnistui ilman ylimääräisiä työvaiheita. PCR-alukkeet 
olivat spesifisiä ja tuotetta saatiin tarpeeksi. Ainoastaan luxAB-PCR-tuote (pTetlux1-CDE) 
digestoitiin uudestaan, sillä se oli hajonnut ensimmäisessä digestiossa tai mennyt yksijuos-
teiseksi (Kuva 9). Tämä saattoi johtua inaktivoinnista. Valmistajan ohjeiden mukaan 
EcoRI-HF-digestioentsyymi inaktivoidaan 65 oC 20 min, mutta BamHI-HF-entsyymille 
inaktivointia ei tehdä, joten toinen onnistunut digestio toistettiin ilman sitä (Biolabs Inc.). 
Elektrokompetentit DH10B E. coli -solut toimivat transformaatiossa hyvin, kuten jo Hana-
han (1983) todisti tutkimuksessaan, sillä maljoilla kasvoi runsaasti pesäkkeitä.  Siri-mene-
telmällä eristettyjä plasmideja seulottiin agaroosigeeliltä vertaamalla niitä eristettyyn 
pUC19-plasmidiin, joka oli pienempi kuin mahdollisen insertin sisältävä plasmidi. Suurem-
pia plasmideja näkyi geelillä kaksikymmentäyksi kappaletta (Kuva 10). Valittiin kuitenkin 
vain kuusi näytettä jatkoon (e, f, g, h, i, j). Koedigestioiden avulla seulottiin neljä oikean 
kokoisiksi paloiksi digestoituvaa plasmidia, joista valittiin kaksi (h ja i) sekvensoitavaksi. 
Saapuneiden sekvenssien perusteella valittiin toinen plasmideista (i), josta piirrettiin malli-
plasmidi pMMT1 (Kuva 13). Sekvenssin valinta tapahtui juosteen sisällön perusteella. Va-
littiin plasmidi, jonka DNA sisälsi vähemmän virheitä (Kearse ym. 2012). 
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10.2 Itsemurhaplasmidin kloonaus 
 
Itsemurhavektorin valmistuksessa käytettiin neljää erilaista genomista geenialuetta, joiden 
valinta perustui niiden transkriptioon. gDNA:n kloonaus itsemurhavektoriin suunniteltiin 
isäntäbakteerin ja plasmidin välisen rekombinaation perusteella. Työhön valittiin geenialu-
eet, joilla transkriptio oli voimakasta (RNA seq intensity high). Tasot tarkistettiin E. coli 
DH10B:n RNA:n sekvensointi datasta. Suunnitellulla A-plasmidilla se oli noin 100, B-plas-
midilla noin 200, C-plasmidilla noin 140 ja D-plasmidilla noin 900. B- ja C-plasmidien 
geenialueet olivat hyvin samankaltaisia keskenään (Carver ym. 2012). 
 
Genomiset alueet monistettiin PCR:n avulla, jonka jälkeen DNA-palan insertoiminen 
pUC19-plasmidiin onnistui hyvin. Plasmidia käytetään yleisesti geenitekniikan töissä, sillä 
sen sisältämät geenit ja restriktiokohdat ovat hyvin tunnettuja sekä sillä on korkea kopiolu-
ku (Yanisch-Perron ym. 1985). A-näytteen gDH10B-fragmentti näytti denaturoituneen di-
gestiota edeltävässä puhdistuksessa (Kuva 16), tästä huolimatta ligaatio ja elektroporaatio 
onnistuivat. Jokaisen näytteen maljalla nähtiin runsaasti pesäkkeitä. Koedigestioita joudut-
tiin tekemään hieman enemmän, sillä jostain syystä A-, B- ja D-plasmidit digestoituivat 
ensimmäisissä digestioissa heikosti. C-näytteiden uusintadigestio SalI-HF:llä jäi myös osit-
taiseksi, vaikka ensimmäinen digestio oli onnistunut (Kuva 17). Toinen digestio toistettiin 
samoilla valmistajan ohjeilla, joten syytä digestion epäonnistumiseen ei voitu päätellä. Ent-
syymin aktiivisuuteen on voinut vaikuttaa jatkuva pakastus ja sulatus. Lopulta valittiin 
näytteet A2, B2, B4, C3, C7, D5 ja D12 luxCDE-palan insertointi vaiheeseen (Kuva 18 ja 
19). 
 
luxCDE-palan insertoiminen kahden genomisen palan (gDH10B) keskelle aloitettiin mo-
nistamalla plasmidia käänteisellä PCR:lla. Agaroosigeeliltä voitiin nähdä, että A2-näyte si-
sälsi runsaasti epäspesifistä DNA:ta ja D5-näytteestä muodostui kaksi tuotetta. C3- ja C7-
näytteet olivat monistuneet halutulla tavalla. Valittiin yksi jokaisen geenialueen omaavasta 
näytteestä jatkoon, A2, B4, C7 ja D12, sillä haluttiin käyttää erilaisia transkriptiovoimak-
kuuden omaavia vektoreita (Kuva 20). Vektoreiden rakenteita havainnoitiin digestioiden 
jälkeen agaroosigeeliltä. Geeliltä havaittiin, että D12-näytteen konsentraatio oli todella al-
hainen (Kuva 21). Päätettiin kuitenkin tehdä ligaatio ja transformaatio myös tästä näyt-
teestä, sillä sen geenialueen transkriptio oli datan mukaan voimakkainta. Agaroosigeeliltä 
valittiin jatkoon näytteet, joissa näkyi selkeästi yläjuovan muodostava gDNA ja hieman 
alempana olevan DNA-juovan muodostama mahdollinen plasmidi (Kuva 22). Koedigestiot 
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jäivät hieman osittaisiksi osassa näytteistä, joten uusittiin digestioita. Uusintakoediges-
tiogeeliltä nähtiin, että C7/9- ja C7/11-plasmidien digestio onnistui hyvin ja että ne katke-
sivat oikean kokoisiksi paloiksi. Agaroosigeeliltä nähtiin myös, että D12/9-plasmidi ei 
mahdollisesti sisältänyt toista BamHI-katkaisukohtaa sillä DNA ei katkennut kahteen 
osaan. Näytti siltä, että toinen gDNA-alueista olisi tuhoutunut, ja että plasmidi katkeaisi 
lineaariseen muotoon (Kuva 23). Valittiin näytteet A2/11, B4/5, C7/9 ja C7/11 seuraavaan 
vaiheeseen.  
Näytteistä irroitettiin digestioiden avulla insertit, jotka siirrettiin pSW23T-vektoreihin. 
Elektroporaation jälkeen tehdyllä Siri-menetelmällä oli hankala erottaa agaroosigeeliltä 
plasmidin sisältäviä näytteitä. Tämä saattoi johtua siitä, että menetelmä sisältää manuaalisia 
työvaiheita, joten sen toistettavuus ei ole niin optimoitua kuin kaupallisilla tuotteilla. Plas-
midien seulonnassa tämä menetelmä kuitenkin toimii tarvittavalla tavalla. Kromosomaali-
sen DNA:n muodostavat juovat näkyivät selkeästi, mutta plasmidin muodostavaa DNA:ta 
oli vaikea havaita. Tästä syystä valittiin eri kokoisia DNA-juovia muodostavia näytteitä, 
jotta saatiin seulottua mahdollisimman monta eri tyyppistä näytettä. Koedigestioiden jäl-
keen agaroosigeeliltä valittiin neljä näytettä (A2/11/11, B4/5/5, B4/5/9 ja B4/5/12), sillä 
muut plasmidit olivat kooltaan liian pieniä sisältääkseen oikean kokoisen insertin. Koe-
digestiogeeliltä BamHI-HF-digestiossa voitiin havaita, että A2/11/11-näyte digestoitui liian 
pieniin fragmentteihin sisältääkseen insertin (Kuva 27). Valittiin näytteet B4/5/5, B4/5/9 ja 
B4/5/12 konjugaatioon.  
 
10.3 Konjugaatio 
Konjugaatio isäntäbakteeriin #6152 E. coli DH5alpha oli onnistunut 3 vrk:n jälkeen ja pe-
säkkeitä oli runsaasti. Konjugaation onnistuminen voitiin havaita agaroosigeeliltä sillä pe-
säke-PCR tuotti halutun kokoisia DNA-juovia. E. coli DH5alpha ei tuota tiettyjä endonuk-
leaaseja, esimerkiksi endA1:tä,  ja näin ollen se on erittäin stabiili reportterivektorien kloo-
naamisessa. Se sisältää recA-geenin mutaation, joten heterologista rekombinaatiota ei ta-
pahdu (Bernstein & Berstein 2010, Cox ym. 1991, Invitrogen). Isäntäbakteeri toimi halu-
tulla tavalla ja vain yksi näyte ei sisältänyt mahdollista plasmidia luxCDE-insertillä (Kuva 
28). Valittiin jokaisesta kolmesta näytteestä B4/5/5, B4/5/9 ja B4/5/12 a ja b näytteet nuo-
rennoskasvatuksiin. Nuorennoksista (nro. 3) viljeltyjä maljoja inkuboitiin yhteensä 2 vrk, 
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sillä pesäkkeiden kasvu oli hidasta, vaikka niitä oli runsaasti. Kasvua kuitenkin tapahtui 
hitaasti, joten päätimme pysytellä valitussa kasvualustassa. Pesäkkeitä seulottiin LA- ja 
LA-kloramfenikoli-maljoilla, sillä seulottava bakteeri sisälsi clmR-geenin. Osa näytteistä 
kasvoi heikosti myös kloramfenikolin läsnä ollessa, mutta päätettiin seuloa myös nämä 
näytteet pesäke-PCR:n avulla, että havaittiin, sisälsikö bakteeri edelleen plasmidin. Pesäke-
PCR:lla monistettiin vain osaa insertistä, joten agaroosigeeliltä nähtiin, että viisi näytettä 
B4/5/9 a3, B4/5/9 a5, B4/5/9 a6, B4/5/9 b3 ja B4/5/9 b4 sisälsivät mahdollisen luxCDE-
insertin (Kuva 29). Näille viidelle näytteelle tehtiin vielä uusi pesäke-PCR, jotta nähtiin, 
oliko toinen rekombinaatio tapahtunut. Bakteerit olivat edelleen merodiploideja, joten 
toista rekombinaatiota ei ollut tapahtunut (Bernstein & Bernstein 2010). Toisen rekombi-
naation epäonnistuminen saattoi johtua isäntäbakteerista, kasvatusolosuhteista tai alustan 
sopimattomuudesta. Valittiin merodiploidi B4/5/9 a5 elektrokompetenttien solujen valmis-
tukseen ja valon tuoton testaukseen, koska se kasvoi maljalla runsaimmin. 
FIMM:stä saapuneet DNA-sekvenssit näytteistä B4, B4/5 ja B4/5/9 näyttivät lupaavilta. 
Sekvenssien avulla saatiin piirrettyä tarkat malliplasmidit pB4, pB4_5 ja pB4_5_9 (Kearse 
ym. 2012), jotka antoivat viitteitä siitä, että jokaisen vaiheen plasmidikonstruktiot olivat 
onnistuneet (Kuva 32, 33 ja 34).  
 
10.3 Valontuoton testaus ja standardisointi 
 
Valontuoton testauksessa pMMT1-plasmidin ja merodiploidin välillä voitiin nähdä, että 
bakteerit II, III, IV ja V tuottivat mahdollisesti valoa (Kuva 30). Verrattaessa näytteitä ne-
gatiivisiin kontrolleihin, havaittiin että näytteet II ja V tuottivat eniten valoa. Verrattessa 
muita näytteitä kontrolleihin valontuotto oli sen verran matalaa, että todellista luminesens-
sia oli hankala erottaa mahdollisen taustan luomista signaaleista. 
Valon tuoton standardisointi pMMT1-plasmidin ja kontrollikantojen välillä tuotti valoa jo-
kaisessa näytteessä (Kuva 31). Kontrollikannan #5958 E. coli Sy327/pEfB6 pSW23T 
(ClmR) näytteet 4 ja 8 olivat valon tuotoltaan samankaltaiset, kun taas kontrollikannan 
#5963 E. coli Sy327/pEfB7-a pKNG101 (StreptR) näytteissä oli eroavaisuuksia. Vaikka 
bakteerit 10 ja 16 tuottivat eniten valoa, oli valontuotto kaikilla bakteereilla havaittavissa. 
Standardisoinnissa nähtiin, että pMMT1-plasmidia voidaan käyttää jatkotutkimuksissa 
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luxCDE-geenikasetin sisältävien bakteerien kanssa. Sen sisältämä ompF-promoottori oli 
voimakkaasti ekspressoiva, geenikasettikonstruktio toimi oletetulla tavalla yhdistyessään 
ja tuottaessaan luminoivaa valoa, kuten Bozcal ym. (2017) jo aiemmin todisti.  
Menetelmä todisti sen mikä oli aiemmin havaittu hiirillä tehdyissä kokeissa. Siinä eläimet 
infektoitiin injektoimalla tai oraalisesti Yersinia enterocolitica -bakteerilla, joka sisälsi lu-
minoivan geenikasetin (luxCDABE). Geenikasetti tarvitsi metabolisesti aktiivisen baktee-
rin, johtuen sen kemiallisesta toimintamekanismista, sillä sen tuottama luciferaasi (luxAB) 
vaati entsyymien aktiivisuutta substraatin syntetisoimisessa (luxCDE) valoa tuottaakseen 
(Bozcal 2017, Leskinen ym. 2017, Trček ym. 2010). Tutkimuksessa havaittiin, että bak-
teerien luminoiva ominaisuus pysyi hiiristä viljellyissä bakteereissa neljä päivää (Trček 
ym. 2010). Tutkimuksissa Yersinia enterocolitica osoittautui erittäin stabiiliksi luminoivan 
geenikasettikonstruktion kanssa (Bozcal 2017, Leskinen ym. 2017, Trček ym. 2010). Tässä 
tutkimuksessa geenikasetti osoittautui myös stabiiliksi E. coli -bakteerin kanssa. 
 
 
11 JOHTOPÄÄTÖKSET  
 
  
Maisterintutkielmani tuloksista nähtiin, että lux-operonin pilkkominen onnistui hyvin, sillä 
luxAB-geeni saatiin liitettyä plasmidiin ja luxCDE-geeni itsemurhavektorin avulla kromo-
somiin. Testattaessa niitä yhdessä, ne tuottivat valoa, joten tämä tulos antoi viitteitä siihen, 
että pMMT1-plasmidia voitaisiin käyttää selvittämään faagigeenien tuottamien proteiinien 
toksisuutta. pMMT1-plasmidi toimi oletetulla tavalla sekä muodostetun merodiploidin että 
positiivisten kontrollikantojen kanssa. Plasmidin sisältämän ompF-promoottorin (Y. ente-
rocolitica O:3) tiedettiin olevan voimakkaasti ekspressoiva, joten plasmidia voidaan jat-
kossa käyttää myös muissa luxCDE-geenin sisältävissä bakteerikannoissa (Lee ym. 2009). 
  
Itsemurhavektorin valmistus onnistui lopulta hyvin. Siinä käytettiin neljää erilaista geno-
mista geenialuetta, joiden transkriptiovoimakkuudet olivat erilaiset. D-vektorin geenialu-
een transkriptio oli voimakkainta verrattuna A-, B- ja C-vektoreihin. Tulokset antoivat viit-
teitä siihen, että D-näytteen vektorista puuttui toisen gDNA-alueen katkaisukohta, joten 
luxCDE-geeniä ei voitu liittää plasmidiin. Voimakkaan transkription kannalta tämä olisi 
ollut suotavaa, mutta lukuisista yrityksistä huolimatta sitä ei saatu onnistumaan. B-vekto-
riin, jossa oli toiseksi voimakkain transkriptio, luxCDE-geenin liittäminen onnistui. Joten 
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saimme lopulta muodostettua merodiploidin, jonka transkriptiovoimakkuuteen olimme tyy-
tyväisiä.  
 
Tutkimuksessani ei saatu merodiploidin jälkeistä toista rekombinaatiota tapahtumaan. 
Työssä käytettiin pienikokoista itsemurhavektoria, jolla ei ollut selektiota toiselle rekombi-
naatiolle kuten esimerkiksi sacB-geeniä, jota olisi voitu käyttää niin sanotusti toisen rekom-
binaation pakottamisessa (Geng ym. 2016, Pelicic ym. 1997). Merodiploidi on kuitenkin 
stabiilimpi, sillä se sisältää antibioottiresistenssigeenin, ja näin ollen sen käyttö on myös 
selektiivisempää ja tehokkaampaa jatkotutkimuksissa (Madigan ym. 2017). Toisaalta me-
rodiploidin genomi sisältää niin sanottua turhaa gDNA:ta, joka olisi toisen rekombinaation 
yhteydessä hävitetty. Hiirikokeissa merodiploidia ei kannata käyttää, koska se sisältää an-
tibioottigeenin, ja täten antibioottia tulisi syöttää hiirille jatkuvasti.  In vitro -kokeissa se on 
käyttökelpoinen, sillä antibiootin lisääminen onnistuu vaivattomasti. 
 
Standardisoinnin tulokset kertoivat siitä, että luminesenssin tuottama signaali erottui selke-
ästi ja menetelmä on helposti toistettavissa. Negatiivinen-, matala positiivinen- ja korkea 
positiivinen kontrolli yhdessä toimi väärien positiivisten näytteiden seulonnassa erinomai-
sesti. Menetelmän havaittiin olevan tehokas ja luotettava sekä sen toistettavuus oli nähtä-
vissä. Taloudelliselta kannalta menetelmän kustannukset pysyivät maltillisina, sillä rea-
genssien käyttö oli kohtuullista ja jätteen määrä vähäistä. 
 
Puhdistetuista bakteriofaageista ei ole raportoitu sivuvaikutuksia ihmiselimistössä, mutta 
hallitsematonta geenien siirtymistä tai muita haittavaikutuksia ei ole vielä tutkittu tarpeeksi. 
Faagigeenien käyttö kliinisessä hoidossa on turvallisempaa, sillä näin voidaan erottaa nii-
den tuottamat spesifiset proteiinit tuntemattomista proteiineista ja niiden vaikutuksista. Faa-
gigeenejä voidaan jatkossa käyttää erilaisten resistenttien infektioiden hoidoissa vaihtoeh-
tona antibioottihoidoille ja vähentää näin syntynyttä antibioottiresistenssiä maailmanlaajui-
sesti. Bakteriofagien ja niiden geenien tuottamien proteiinien käyttö on jo aloitettu kaupal-
lisessa käytössä, joten faagiterapia ja faagituotteiden hyödyntäminen tulee olemaan kliini-
sesti merkittävä hoitovaihtoehto tulevaisuudessa (Kiljunen & Skurnik 2018, Mohanraj ym. 
2019, Spruit ym. 2019). 
 
Reportterivektoriin voidaan jatkossa kloonata tuntemattomia faagigeenejä, kun halutaan 
selvittää, tuottavatko ne toksisia proteiineja vai eivät. Toksisten proteiinien tuotto vaikuttaa 
geenikasetin toimintaan siten, että luminoivaa valoa muodostavaa lusiferaasia ei synny 
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isäntäbakteerissa. Silloin kun valon tuottoa pystytään mittaamaan luminesenssin avulla, 
faagigeenien tuottamat proteiinit ovat ei-toksisia (Mohanraj ym. 2019).  
 
Tämä työ aloitettiin osana kliinisiä faagiterapiakokeita. Tulevaisuuden jatkotutkimuksia on 
suoritettu luxAB-geenit sisältävän plasmidin testaamisella siten, että siihen on kloonattu 
tunnettuja kontrolligeenejä. Kontrolligeenien avulla on nähty, että plasmidi toimii halutulla 
tavalla, ja että menetelmä on luotettava (Mohanraj ym. 2019). Luotettavien tulosten poh-
jalta plasmidia voidaan käyttää diagnostiikassa selvitettäessä tuntemattomien faagigeenien 
tuottamien proteiinien toksisuutta. Jatkotutkimuksiin on valittu kliinisesti merkittäviä bak-
teriofagikantoja, joiden valinta on suoritettu niiden isäntäbakteerispesifisyyden mukaan 
(Spruit ym. 2019). 
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Luria Broth (LB -liemi) 
10.0 g Tryptone (Lab M A Neogen® Company, REF MC005) 
5.0 g Yeast extract (Lab M A Neogen® Company, REF MC001) 
10.0 g NaCl (Fisher Scientific, REF BP358-212) 
1000 ml mQ H2O 
pH ~7 
 
LB -agar plates (LA -maljat) 
6.0 g Bacto-agar (Agar No. 2 Bactriological, Lab M A Neogen® Company, REF 
MC006) 
400 ml Luria Broth 
 
SOB -broth (SOB -liemi) 
20.0 g Tryptone (Lab M A Neogen® Company, REF MC005) 
5.0 g Yeast extract (Lab M A Neogen® Company, REF MC001) 
0.584 g NaCl (Fisher Scientific, REF BP358-212) 
0.186 g KCl (Merck, REF 104936) 
1000 ml mQ H2O 
pH ~7 
 
S.O.C. broth (S.O.C. -liemi) 
1 ml 2M Glucose, valmistettu: 36.04 glucose (Sucrose, Fisher Scientific REF 50-213-
671), mQ H2O 100 ml 
1 ml 2M Mg2+, valmistettu: 20.33 g MgCl2 x 6 H2O (Merck REF 105833), 12.37 g 
MgSO4 (Sigma-Aldrich REF M7506-M), 100 ml mQ H2O. 
98 ml SOB -broth 
 
10 % Glyseroli 
100 ml Glycerol (99.5 %, VWR BDH Chemicals, REF 24388.320) 
900 ml mQ H2O 
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30 % Glyseroli 
300 ml Glycerol (99.5 %, VWR BDH Chemicals, REF 24388.320) 
700 ml mQ H2O 
 
1XTAE -bufferi 
4.84 g Tris (Trizma base, Sigma-Aldrich REF 93352) 
500 ml mQ H2O 
2 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0), valmistettu: 18.61g Na2EDTA x 2H2O (Calbiochem, REF 
324503), 80 ml mQ H2O, NaOH pelleteillä (Sigma-Aldrich S08899) pH 8.00, lopputi-
lavuuden nosto 100 ml mQ H2O. 
1.14 ml glacial acetic acid (Fisher Scientific, REF UN2789) 
-> nostettiin lopputilavuus 1000 ml mQ H2O:lla 
 
6XDYE (loading buffer) latauspuskuri 
30 % Glyseroli, tilavuusprosenttia  
0.25 % Bromophenol Blue, paino/tilavuusprosenttia (Sigma-Aldrich, REF 18030) 
0.25 % Xylenecyanol FF, paino/tilavuusprosenttia (Sigma-Aldrich, REF 95600) 
 
Kloroformi-fenoliseos 
1 osa Chloroform (Fisher Scientific, REF UN1888) 
1 osa Saturated Phenol (Fisher Scientific, REF UN2821) 
 
NucleoBond Xtra Midi/Maxi- plasmidin eristys (Macherey-Nagel) 
Isopropanoli (Propan-2-ol, Fisher Scientific REF UN1219) 
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LIITE 2: Työssä käytetyt laitteet ja niiden käyttötarkoitus  
 
Merkki Valmistaja Valmistusmaa Käyttötarkoitus 
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Luminescence (counts) pMMT1+pB4_5_9_a5  
1 2 3 4 5 6 7 8 
A 160 207 247 189 0 0 0 0 
B 13987 14327 14626 14543 297 256 191 169 
C 327 513 602 677 557 446 406 258 
D 454 648 887 1435 3580 4036 3838 3146 




Absorbance, blank-corrected OD (450) pMMT1+pB4_5_9_a5  
1 2 3 4 5 6 7 8 
A 0,599 0,59 0,61 0,608 0 0 0 0 
B 0,188 0,192 0,197 0,196 0,438 0,433 0,433 0,432 
C 0,532 0,552 0,553 0,552 0,488 0,484 0,483 0,485 
D 0,561 0,568 0,585 0,586 0,308 0,312 0,308 0,304 




Pipetointikaavio, jokaisella rivillä 4 rinnakkaista näytettä vasemmalta oikealle. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 
A Näyte I    LB-liemi    
B Näyte II    #1255 neg    
C Näyte III    #6152 neg    
D Näyte IV    #6141 matala pos    
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Luminescence (counts) pMMT1+Sy327/pEfB6 pSW23T (Näyte 4 ja 8). pMMT1+pEfB7-
a pKNg101 (Näytteet 9, 10, 15 ja 16)  
1 2 3 4 5 6 7 8 
A 8450 8527 8354 8219 0 0 0 0 
B 7934 8285 8263 7831 357 272 286 235 
C 1913 2147 2353 2348 730 729 600 432 
D 13942 14290 14434 13925 1001 891 762 572 
E 2096 2737 3183 4267 6579 7874 8451 7102 




Absorbance, blank-corrected (OD 600) pMMT1+Sy327/pEfB6 pSW23T (Näyte 4 ja 8), 
pMMT1+pEfB7-a pKNg101 (Näytteet 9, 10, 15 ja 16)  
1 2 3 4 5 6 7 8 
A 0,34 0,345 0,352 0,35 0 0 0 0 
B 0,373 0,375 0,378 0,361 0,381 0,381 0,38 0,392 
C 0,382 0,391 0,391 0,386 0,42 0,417 0,42 0,426 
D 0,4 0,412 0,41 0,405 0,314 0,319 0,317 0,315 
E 0,403 0,414 0,422 0,411 0,215 0,233 0,239 0,241 




Pipetointikaavio, jokaisella rivillä 4 rinnakkaista näytettä vasemmalta oikealle. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 
A Näyte 4    LB-liemi    
B Näyte 8    #1434 neg    
C Näyte 9    #5958 neg    
D Näyte 10    #5963 neg    
E Näyte 15    #6141 matala pos    
F Näyte 16    #5455 korkea pos    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
